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(57) Resumo: METODOS PARA IDENTIFICAR PACIENTES COM
MAIOR PROBABILIDADEDE TEREM CANCER DE OVARIO E
COMPOSICOES PARA OS MESMOS Sao fornecidos métodos de
triagem paraidentificar pacientes com probabilidade aumentada de
terem céncer de ovario. Os métodos de triagem envolvem a detecgéo
de expressdo de uma pluralidade de biomarcadores em uma amostra
de corpo, em que a superexpressdo dos biomarcadores ¢ indicativa de
probabilidade aumentada de ter cancer deovario. Os métodos de
triagem podem compreender ainda uma andlise de duas etapas.
Biomarcadores de interesse incluem genes e proteinas que estéo, por
exemplo, envolvidos em defeitos em replicagdo de DNA/controle de
ciclo de célula, crescimento e proliferagdo de células, escape de
apoptose,angiogénese ou linfogénese, ou os mecanismos de
motilidade e invasdo de células de cancer. Em alguns aspectos da
invengéo, a expressédo de um biomarcador é detectada no nivel de
proteina utilizando um anticorpo especifico de biomarcador ou no nivel
de acido nucléico utilizando técnicas de hibridizagao de acido nucléico.
Os métodos para detectar cancer de ovario em pacientes séao
adicionalmente revelados aqui. Kits para pér em pratica os métodos da
invengédo sao adicionalmente fornecidos.
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METODOS PARA IDENTIFICAR PACIENTES COM MAIOR PROBABILIDADE
DE TEREM CANCER DE OVARIO E COMPOSIGOES PARA OS MESMOS

Campo da invengdo

A presente invencgdo refere-se a métodos e composigdes
para identificar mulheres com probabilidade aumentada de
terem clncer de ovario.

Antecedentes da invengédo

O cincer de ovario representa um grupo heterogéneo de
doencas que afetam mulheres em uma base global. H& varias
formas de cancer de ovario que incluem cancer epitelial,
cancer de linha germinativa dos ovarios e cancer estromal
de ovario. CaAncer epitelial de ovario representa'a forma
mais comum da doenca. Aproximadamente 5-10% de céancer
epitelial de ovario representa uma forma hereditaria da
doenca e trés padrdes comuns sdo reconhecidos: céncer de
ovario sozinho; céncer de mama € ovario ligado & 1ligagdo
genética BRACl1 e BRCA2 em cromossomos 17¢g21 e 13ql2
respectivamente; e cancer de cdélon e ovario. O fator de
risco mais importante para cancer de ovdrio & um primeiro
grau relativo a doeng¢a (por exemplo, uma mde, irmd ou filha
com cancer de ovario). Vide, por exemplo, Partridge e
outros (1999) CA-A Cancer Journal for Clinicians 49:297-
320. Em 2005, houve uma estimativa de 22.000 novos casos de
diagndésticos de céncer de ovario e 16.000 ébitos de cancer
de ovario. Vide genericamente O website da American Cancer

Society em www.cancer.org;j website do National Cancer

Institute em www.cancer.gov. O cancer de ovario é wuma .

doenca ‘que afeta principalmente mulheres pds-menopausa com
a idade mediana para diagnbéstico em 63 anos de idade.

Entretanto, a doenga pode afetar mulheres em todos ©Os
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grupos de idade. National Cancer Institute Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER) Program em

WwWWw.Seer.cancer.gov.

A classificacdo de estdgio de céncer de ovario se

paseia na extensdo de localizagdo versus difusdo da doenga

=1ém dos ovarios. O céncer de ovario estédgio.l é confinado

a um ou ambos os ovarios. A doen¢a no estédgio 2 envolve um
tumor em um ou ambos os ovarios com extensao pélvica. No
cincer de ovario estagio 3, um tumor estd presente em um ou
ambos os ovarios com metdstase peritoneal microscopicamente
confirmada fora da pélvis e/ou metdstase de linfonodo
régional. O cancer de oyério estéagio 4 & caracterizado por
metastase distante fora da cavidade peritoneal. O cancer de
ovario & genhericamente diagnosticado em um estado avangado
da doenca devido a auséncia de sintomas clinicos
especificos que indicariam a presenga de tumores pequenos.
pPara mulheres com menos de 50 anos de idade, menos de 40%
dos canceres de ovarios sdo detectados quando os tumores
estio localizados em um ou ambos OS ovadrios e gquando ©
prognéstico da doenca & melhor. Para mulheres acima da
idade de 50, o ndmero cali para mMenos de 15%.
Aproximadamente 68% de mulheres de todos os grupos de idade
afligidos com céncer de ovario ndo sdo diagnosticadas até
que metastase distante esteja presente. Vide genericamente
National Cancer Institute Surveillance, Epidemiology and

End Results (SEER) Program em www.Seer.cancer.gov.

) cancer de ovario se espalha através de
desprendimento local a partir do epitélio do ovario para
dentro da cavidade peritoneal seguido por implantagao no

periténio e invasdo local do intestino e bexiga. A presenga
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de envolvimento de linfonodo em cancer de ovario é evidente
em todos os estdgios de cédncer de ovario diagnosticado. A
percentagem de linfonodos positivos aumenta
significativamente com a progressdo da doenga (isto é,
Estdgio 1, 24%; estagio 2, 50%, estagio 3, 745%; estagio 4,
73%). Id.

A sobrevivéncia de pacientes com cancer de ovario &
uma funcdo do estdgio no qual a doenga é diagnosticada, com
a sobrevivéncia de 5 anos diminuindo com doenga avancgada.
Mais de 90% de mulheres diagnosticadas com cancer de ovario
no Estégio' 1 sobrevivem por menos 5 anos apdés ©
diagnéstico. A taxa de sobrevivéncia de 5 anos cai para
menos de 30% quando a doenga ndo é diagnosticada até o
Estagio 4 (isto €, metiastase distante) . Id.

O céncer epitelial de ovario é a forma mais comum da
doenca. Ha quatro classes histoldégicas principais
reconhecidas de cancer epitelial de ovario e incluem
subtipbsﬁserosos, endometridide, célula clara e com mucina.
A patogéhese de cancer de ovédrio & pouco entendida, porém,
acredita-se que se origine do epitélio de superficie de
ovario. Vide Bell (2005) Mod. Pathol. 18 (Suppl 2): S19-32.
Fatores de vida que fornecem a maior reducdo em risco de
cincer de ovario incluem multiparidade, uso de
contraceptivos orais, e amamentacao, todos os quais evitam
a ovulagdoc. Como a ovulacdo resulta em dano epitelial,
seguido por reparo e possiveis respostas inflamatdérias, a
repeticdo desse processo durante toda a vida reprodutiva da
mulher sem interrupgdo parece levar a dano de células e
aumentar o risco de clncer de ovario. vide, por exemplo,

Ness e outros (1999) J. Natl. Cancer Inst. 91:1459-1467.
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Entretanto, nio hd progressdo escalonada reconhecida de
cancer de ovario através de lesdes precursoras definidas,
como aquelas reconhecidas tanto para carcinoma cervical
como cancer de cblon. Conseqlentemente, pesquisa
consideravel tem sido dirigida a compreensdo da base
Wolecular para cancer de - ovdrio e para entender as
difefengas basicas entre os varios subtipos histoldégicos de
cincer de ovario. Esses estudos utilizaram andlise de
expressdo de gene para fornecer essa compreensdo e
identificaram uma série de biomarcadores em potencial para
avaliagdo em aplicagdes diagnésticas. Vide, por exemplo,
Ono e outros (2000) Cancer Res. 60:5007-11; Welsh e outros
(2001) Proc. Natl. Acad. Sci USA 98:1176-1181; Donninger e
outros (2004) Oncogene 23.8065-8077; e Lee e outros (2004)
Int. J. Oncol. 24(4):847-851.

O Cancer de ovario é freqﬁentémente detectado com a
‘apresentagao de sintomas clinicos evidentes, mais
notadamente a apresentagdo de dor abdominal, uma massa
anexa, distensdo abdominal e urgéncia urinaria. Como tal, a
deteccdo de cancer de ovario é freqientementeé detectada em
um estagio avangado, gquando O progndéstico e resultado
clinico s3o ruim. A detecgdo de cancer de ovario em um
estagio inicial (iéto é, Estdgio 1) resulta em uma taxa de
cura de aproximadamente 90% utilizando cirurgia padrao e
gquimioterapia; consequentemente ha necessidade clinica de
detectar céncer de ovario em um estagio inicial onde o
tratamento sera mais eficaz. Infelizmente, métodos de
triagem atuais para detectar cancer de ovario no estagio
inicial sdo insuficientes. A pratica atual para.triagem de

cincer de ovario emprega O UusO de CAl1l25 e ultra-som
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transvaginal (sonografia). Niveis de soro em elevagao de
CA125 s3o associados a cancer de ovario e wutilizagado
subseqlente de ultra-som transvaginal ajuda a detectar a
presenca de cdncer de ovario. A confirmacdo de doenga de
ovario se baseia em procedimentos invasivos como
laparotomia. Entretanto, © uso de CAl125 é ineficaz para
triagem de populagdo geral devido a questdes de
sensibilidade limitada, especificidade limitada, e um valor
predizivel positivo ruim de <3%. Bast (2003) J. Clin.
Oncol. 21 (10 Suppl):200-205. Como resultado, ndo ha
consenso sobre as recomendagdes para triagem genericamente
em relacdo a céncer de ovario na populagdo de pacientes
assintomaticos. Vide o website do National Cancer Institute

em www.cancer.gov. Para pacientes de alto risco, ©s

procedimentos genericamente aceitos para a detecgdo de

cancer de ovario incluem o uso de exames pélvicos, o uso de

‘teste de soro CAl25, e ultra-som transvaginal (sonografia) .

Partridge e outros (1999) CA-A Cancer Journal for
Clinic}aqs 49:297-320.

éA£25 & um marcador de tumor Dbem caracterizado
normalmente expresso na superficie de células epiteliais e
& freqlentemente detectado no soro de pacientes normais em
35U/ml. Niveis elevados de soro de CAl25 (>35U/mL) sdo
freqientemente detectados em aproximadamente 83% de
pacientes com cancer do ovario; os 15% restantes de
pacientes com cancer de ovaArio tém niveis de soro normais
de CAS125. Além disso, CAl25 é elevado somente em 50% de
pacientes com cancer de ovario estagio 1, desse modo
1imitando sua utilidade clinica na deteccdo prematura de

cidncer de ovario. Entretanto, niveis elevados de soro de
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CA125 sdo utilizados para a monitoragdo de recorréncia de
doenca apds intervengdo terapéutica e isso representa O uso
atualmente aprovado para CAl1l25 pela FDA. Além disso, niveis
elevados de soro de CA125 sdo prediziveis de cancer de
ovario detectéavel no futuro.

- As taxas baixas de prevaléncia de cancer de ovario na
populagdo em geral criam desafios significativos para O
desenvolvimento de um teste de triagem que promoveria
deteccdo prematura da doenga. Métodos de triagem para
doencas com baixas taxas de prevaléncia como céncer de
ovario resultam frequentemente em uma razdo elevada de
positivos falsos para positivos verdadeiros que limita a
utilidade clinica de tais programas de triagem. Dados ©0s
riscos significativos associados a exploragdo cirlGrgica
para possivel cdancer de ovario, um teste de triagem
clinicamente Gtil deve encaminhar para cirurgia ndo mais do
que 10 mulheres para toda mulher que tenha efetivamente
cancer de ovario (isto &, um valor predizivel positivo
(PPV) de pelo menos 10%). Skates e outros (2004) J. Clin.
oncol. 22:4059-4066. PPV & altamente dependente das taxas
de prevaléncia para uma doenga ou condicdo especifica e
mudara dramaticamente como resultado de diferengas em
prevaléncia de doenga. Portanto, com doencas com baixa
prevaléncia, como cancer de ovario, os testes de
diagnéstico de triagem com um PPV relativamente baixo tém
ainda utilidade clinica significativa. Programas de triagem
de cancer de ovadrio em potencial devem ser ajustados para a
baixa prevaléncia de cancer de ovario e avaliados para
desempenho de biomarcador e necessidade clinica. Vide, por

exemplo, Skates e outros (2004) J. Clin. Oncol. 22:4059-
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4066; Bast e outros (2005) Int. J. Gynecol. Cancer 15:274-
281; e Rosen e outros (2005) Gyn. Oncol. 99:267-277. Apesar
dos esforcos para identificar um biomarcador ou painel de
biomarcadores para a detecgdo, detecgdo particularmente
prematura, de cdancer de ovario, nio existe atualmente
nenhum- teste de diagnéstico ou triagem adequado que
satisfaca as necessidades clinicas. Métodos atualmente
disponiveis, como detecgdo de CAl25, apresentam taxas de
positivos falsos, inaceitavelmente elevadas.

As recomendacdes atuais a partir do National Cancer
Institute declaram gque “ha evidéncia insuficiente para
estabelecer que triagem para cadncer de ovario com
marcadores de soro como CAl25, ultra-som transvaginal ou
exames pélvicos resultaria em uma diminuicdo em mortalidade
a partir do céncer de ovario” (NCI Summary of Evidence
(Level 4, 5); datado de fevereiro de 2005). A luz do risco
sério de positivos falsos com as técnicas de triagem
atualmente disponiveis, o NCI ndo apoiou a instituigdo de
procedimentos de triagem em geral para cancer de ovario.
Como tal, nio existe nenhum teste de triagem padronizado
para cgncer de ovario, apesar do fato de que o diagndstico
prematuro melhore significativamente as taxas de
sobrevivéncia de 5 anos.

Portanto, existe uma necessidade significativa na
técnica por métodos e composig¢les seguras que sejam capazes
de identificar especificamente mulheres que tém cancer de
ovario. Em particular, sao necessarios métodos de triagem
para identificar pacientes com probabilidade aumentar de
ter cancer de ovario. As mulheres identificadas como tendo

probabilidade aumentada de ter cancer de ovario poderiam
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ser selecionadas para métodos de diagnéstico, mais
agressivos, para determinar de forma definitiva se tém
atualmente a doenca. Além disso, tais métodos de triagem
poderiam ser realizados na populagdo de pacientes do sexo
feminino em geral em uma base de rotina para facilitar a
deteccdo de clncer de ovario nos estagios 1iniciais da
doenca quando progndéstico e resultado de doenga sao
melhores.

Sumdrio da invengdo

S3io fornecidos métodos de triagem para identificar
pacientes com probabilidade aumentada de terem cdncer de
ovirio. Os métodos da invengdo compreendem genericamente
detectar em uma amostra de corpo de paciente a expressado de
uma piuralidade de biomarcadores que sdo seletivamente
superexpressos em cancer de ovario. Superexpressdo dos

biomarcadores é& indicativo de uma probabilidade aumentada

de que a paciente tenha cancer de ovario. Os métodos da

invencdo podem compreender, por exemplo, uma anadlise em

v“duas etapas”, onde uma primeira etapa de ensaio é

executada para detectar a expressdo de um primeiro

' biomarcador ou painel de biomarcadores. Se O PpPrimeiro

biomarcador ou painel de biomarcadores for superexpresso,
uma segunda etapa de ensaio é executada para detectar a
expressdo de um segundo biomarcador ou painel de
biomarcadores. A superexpressdo do primeiro e segundo
piomarcador, ou painéis de biomarcadores, & indicativo de
uma maior probabilidade de que a paciente tenha céncer de
ovario. A primeira etapa de ensaio pode ser projetada para
enriquecer a populagdo de pacientes em exame poOY eliminar

uma grande percentagem de mulheres que sdo “negativos
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verdadeiros”. A segunda etapa de ensaio €& destinada
tipicamente a eliminar aquelas pacientes na populagdo
enriquecida que ndo apresentem cdncer de ovario por
eliminar pacientes negativos verdadeiros adicionais a
partir da populagdo enriquecida. Essas etapas de ensaio
podem ser executadas como um teste UGnico que abrange as
duas etapas de ensaio ou como dois testes distintos, em que
cada teste compreende uma das etapas de ensaio. Um anico
biomarcador ou painel de biomarcadores pode ser utilizado

em cada etapa de andlise para obter os valores desejados

para sensibilidade, especificidade, valor predizivel
negativo (NPV) , e valor predizivel positivo (PPV) .
Algoritmos podem ser desenvolvidos para combinar

biomarcadores especificos nas etapas de ensaio diferentes
para obter a sensibilidade, especificidade, NPV ou PPV
desejados.

Em outros aspectos da invengdo, um método de triagem
para identificar pacientes com probabilidadé aumentar de
terem cancer de ovario compreende executar um ensaio de
vetapa Gnica” ou “uma etapa’ no qual a superexpressdo de
uma pluralidade de biomarcadores que sdo seletivamente
superexpressos em cancer de ovadrio é determinada em uma
amostra de corpo de paciente. A superexpressdo desses
biomarcadores é indicativa de uma probabilidade aumentada
da paciente ter céncer de ovario. Ao contrario do método de
triagem de duas etapas descrito acima, o ensaio de triagem
de etapa UGnica ndo requer a execucdo de uma primeira etapa
de ensaio para detectar superexpresséé de um
biomarcador (es) especifico seguida por uma segunda etapa de

ensaio para determinar se um segundo biomarcador (es) também
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é superexpresso para identificar uma paciente com
probabilidade aumentada de ter cancer de ovario.

Uma paciente que é identificada pelos métodos de
triagem da invengdo como tendo probabilidade aumentada de

ter cancer de ovario pode ser submetida a testes de

‘diagnéstico adicionais para determinar definitivamente se a

paciente tem céncer de ovario. As pacientes que sao
classificadas como tendo probabilidade aumentada de ter
cancer de ovario de acordo com os métodos revelados aqui,
porém que sdo determinadas como nio tendo atualmente a
doenca, sdo genericamente monitoradas em uma base regular
para o desenvolvimento de cancer de ovario. Além disso, os
presentes métodos podem Ser utilizados para fazer triagem
da populagdo de pacientes do sexo feminino em geral em
relagdo a cancer de ovidrio em uma base de rotina. Desse
modo, os métodos de triagem da invencdo podem permitir o
diagnéstico de céncer de ovario em estagios iniciais da
doenca quando o progndstico & significativamente melhor.
Kits para pdr em pratica os métodos de triagem da invengao
também sdo fornecidos.

A gxpress&o de biomarcador pode ser determinada no
nivel 1 dé proteina ou acido nucléico. Em algumas
modalidades, a expressdo de biomarcador é detectada no
nivel de proteina utilizando anticorpos especificos de
biomarcador. A expressdo dos biomarcadores da invengao
também pode ser detectada pelas técnicas baseadas em &acido
nucléico, incluindo, por exemplo, hibridizacdo e RT-PCR. A
expressdo de biomarcador pode ser determinada em uma

variedade de amostras de corpo, incluindo, porém, nao

limitadas a: sangue (por exemplo, sangue integral; soro de
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sangue; sangue tendo plaquetas removidas, etc.); linfa;
fluidos asciticos; wurina; fluidos ginecoldgicos (por
exemplo; secregao de ovario; faldépio; e uterina;

menstruacdo, etc.); biépsias; e fluidos obtidos durante
laparéscopia.

Os métodos para diagndstico de cdncer de ovario em
uma paciente também sdo abrangidos pela presente invengao.
Os métodos de diagnéstico compreendem, genericamente,
detectar em uma amostra de corpo a expressdao de uma
pluralidade de biomarcadores que sado seletivamente
superexpressos em céncer de ovario. A superexpressdo da
pluralidade de biomarcadores é indicativa da presenca de
cancer de ovario. Kits para pdr em pratica os métodos de
diagnéstico da invengdo s3io também fornecidos.

Os métodos para determinar a eficdcia de uma terapia
especifica para cancer de ovario em uma paciente sdo também
revelados aqui. A invengdo & adicionalmente dirigida a um
método para monitorar a regressao ou progressdo de cancer
de ovario em uma paciente.

Breve descricdo dos desenhos

A figura 1 prové uma representagao esquematica de um
teste de triagem de “duas etapas” exemplar para identificar
pacientes com probabilidade aumentada de terem cdancer de
ovario. Os 8 milhdes de pacientes mulheres classificadas
nesse exemplo representam a populagdo de pacientes dos EUA,
assintomaticas, de alto risco, como definido abaixo. Na
primeira etapa de ensaio, um ntmero significativo de
negativos verdadeiros é& eliminado a partir de teste
adicional, desse modo deixando uma populacdo enriquecida

para analise adicional na segunda etapa de ensaio. A
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segunda etapa de ensaio elimina adicionalmente pacientes
adicionais que s3o negativos verdadeiros para identificar
aquelas mulheres com O ¥Yisco mais elevédo de terem céncer
de ovario. Detalhes adicionais em relagdo ao método de
triagem de duas etapas sdo fornecidos no texto.

A figura 2 prové:  os graficos de Caracteristica
operacional de Receptor (ROC) para HE4 obtido com amostras
a partir de pacientes acima da idade de 55 (A) e com todas
as amostras de pacientes. Detalhes experimentais adicionais
s3o fornecidos no Exemplo 2.

A figura 3 prové os graficos ROC para inibina A (INH)
obtida com amostras a partir de pacientes acima de 55 (A) e
com todas as amostras de pacientes. Detalhes experimentais
adicionais sdo fornecidos no Exemplo 2.

A figura 4 prové o grafico de ROV para prolactina
obtido com todas as amostras de pacientes. Detalhes
experimentais_adicionais sio fornecidos no Exemplo 2.

A figura 5 prové o grafico ROC para PLAU-R dbtido com
todas as amostras de pacientes. Detalhes experimentais
adicionais sdo fornecidos no Exemplo 2.

A figura 6 prové os graficos ROC para glicodelina
(GLY) obtido com amostras a partir de pacientes acima da
idade “de 55 (A) e com todas as amostras de pacientes.
Detalhes experimentais adicionais sdo fornecidos no Exemplo
2.

A figura 7 prové o grafico ROC para SLPI obtido com
todas as amostras de pacientes. Detalhes experimentais
adicionais s3o fornecidos no Exemplo 2.

A figura 8 prové o grafico ROC para CTHRCL obtido com

todas as amostras de pacientes. Detalhes experimentais
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adicioﬁais sdo fornecidos no Exemplo 2.

A figura 9 prové o grdfico ROC para PAI-1 obtido com
todas as amostras de pacientes. Detalhes experimentais
adicionais sdo fornecidos no Exemplo 2.

A figura 10 prové o grafico ROC para KLK-10 obtido

com todag as amostras de pacientes. Detalhes experimentais

adicionais sdo fornecidos no Exemplo 2.

A figura 11 prové os graficos ROC para CA125 obtido
com amostras a partir de pacientes acima da idade de 55 (A)
e com todas as amostras de pacientes. Detalhes
experimentais adicionais sao fornecidos no Exemplo 2.

A figura 12 prové o grafico ROC para KLK-6 obtido com
todas as amostras de pacientes. Detalhes experimentais
adicionais s3o fornecidos no Exemplo 2.

A figura 13 prové o grafico ROC para Muc-1 (MU)
obtido com todas as amostras de pacientes. Detalhes
experimentais adicionais s3o fornecidos no Exemplo 2.

A figura 14 prové o grafico ROC para MMP-7  (MM)
obtido com todas as amostras de pacientes. Detalhes
experimentais adicionais sio fornecidos no Exemplo 2.

Descricdo detalhada da invencgdo

A presente invengao prové métodos de triagem e
composi¢des para identificar pacientes com céncer de
ovario. Os métodos de triagem compreendem, genericamente,
detectar a expressdo de uma pluralidade de biomarcadores em
uma amostra de corpo, particularmente uma amostra de
sangue, mais particularmente uma amostra de soro, a partir
da paciente. A superexpressdo dos biomarcadores utilizados
na préatica da invengdo & indicativa de uma probabilidade

aumentada da presenga de cdncer de ovario. Em métodos de
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triagem gspecificos da invencdo, uma andlise de duas etapas
& utilizada para identificar pacientes com probabilidade
aumentada de terem cancer de ovdrio. A primeira etapa de
ensaio é executada para detectar a expressdo de um primeiro

biomarcador ou painel de biomarcadores em uma amostra de

“corpo de paciente. Se o primeiro biomarcador ou painel de

biomarcadores for determinado como sendo Superexpresso na
amostra, uma segunda etapa de ensaio & executada para
detectar a expressdo de um segundo biomarcador ou painel de
biomarcadores. A superexpressdo dos primeiro e segundo
biomarcadores ou painel de biomarcadores é indicativo de
uma probabilidade aumentada de que a paciente tem céncer de
ovario. Em certas modalidades, anticorpos sao utilizados
para detectar expressdo de proteina de biomarcador. Em
outros aspectos da invencdo, gquando a expressdo de um
painel de biomarcadores & detectada, a superexpressdo de
somente um subconjunto dos biomarcadores analisado pode ser
suficiente para ser indicativo de maior probabilidade de a
paciente ter céncer de ovario.

Embora a invencdo nido seja limitada a um mecanismo
especifico, a primeira etapa de ensaio é& genericamente
projetada para enriquecer a populagdo de pacientes
positivos-verdadeiros (isto &, em uma base de percentagem)
por e}im}nar um grande ndmero de negativos verdadeiros a

o
partif de teste adicional. A primeira etapa de ensaio pode
empregar uma sensibilidade e valor predizivel negativo
(NPV) mais elevados para obter o enriquecimento desejado da
populagdo de pacientes positivos-verdadeiros. A segunda
etapa de ensaio & tipicamente destinada a eliminar aquelas

pacientes na populagdo enriquecida que ndo tém atualmente
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cancer de ovario, isto é, eliminar negativos verdadeiros
adicionais a partir da populagdo enriquecida. A segunda
etapa de ensaio pode empregar um valor predizivel positivo
(PPV) e especificidade mais elevados, enquanto mantém uma
sensibilidade razoavel, para eliminar adicionalmente
mnegativos' verdadeiros - a partir da populagdo enriquecida de
pacientes positivos verdadeiros. Uma representacgao
esquemidtica ‘do teste de triagem de duas etapas € O0s
resultados que podem ser obtidos com esse método sao
fornecidos na figura 1.

Uma pessoa com conhecimentos na técnica reconhecera
gue essas etapaé de ensaio podem ser executadas como um
teste de triagem Gnico abrangendo as duas etapas de ensaio
ou como dois testes distintos, onde cada teste abrange uma
das etapas de ensaio. Um biomarcador ftnico ou painel de
biomarcadores pode ser utilizado em cada etapa de ensaio
para obter os valores desejados para sensibilidade,
especificidade, NPV e PPV. Algoritmos podem ser
desenvolvidos para selecionar biomarcadores especificos ou
combina¢des de biomarcadores para obter a sensibilidade,
especificidade, NPV e PPV desejados para cada etapa de
ensaio e o teste de triagem combinado compreendéendo as duas
etapas de ensaio.

Além da analise de duas etapas descrita acima, um
métodoi ‘de triagem para identificar pacientes com
probabilidade aumentada de terem céncer de ovario
compreende executar um método de triagem ou ensaio de
vetapa Gnica” ou “uma etapa” no qual a expressdo de uma
pluralidade de biomarcadores que sao seletivamente

superexpressos em cancer de ovario é& determinada em uma
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amostra de corpo de paciente. A superexpressdo de pelo
menos um biomarcador (es) é indicativa de uma probabilidade
aumentada da paciente ter céncer de ovario. Em aspectos
especificos da invengdo, o método de triagem de etapa Unica
ou uma etapa compreende detectar expressdo de uma
pluralidade -de biomarcadores, incluindo, por exemplo, HE4,
CA125, glicodelina, MMP-7, Muc-1, PAI-1, CTHRC1, inibina A,
PLAU-4, prolactina, KLK-10, KLK-6, SLPI, e alfa-1
antitripsina, em uma amostra de corpo, onde a
superexpressdo de pelo menos um, particularmente dois, mais
particularmente trés, dos biomarcadores é indicativa de
probabilidade aumentada de ter cdncer de ovario. Em
modalidades especificas do método de triagem de etapa unica
da invencdo, expressdo de glicodelina, HE4, e CAl25 é
determinada e superexpressdo de pelo menos um, dois ou trés

dos biomarcadores € indicativa de uma probabilidade

aumentada de ter céancer de ovario. Vide, por exemplo, a

Tabela 54 e Exemplo experimental 4. Uma pessoa versada na
técnica reconhecera que ao contrdario do método de triagem
de duas etapas descrito acima, o ensaio de triagem de etapa
Gnica ndo requer desempenho de uma primeira etapa de ensaio
para detectar superexpressdo de um biomarcador especifico
ou painel de biomarcadores seguido por uma segunda etapa de
ensaio para determinar se um segundo biomarcador ou painel
de bi%Farcadores também & superexpresso para identificar
uma paéiente com probabilidade aumentada de ter cédncer de
ovario. Como tal, uma primeira etapa de ensaio para
enriquecer a  populagdo para pacientes “positivas-
verdadeiras” e uma segunda etapa de ensaio para eliminar

aquelas pacientes da populacdo enriquecida que ndo tém
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efetivamente cancer de ovario (“positivas salas”) ndo é&
exigido no método de triagem de etapa Gnica descrito aqui.
O nivel de expressdo de um biomarcador especifico que
é suficiente para constituir vsuperexpressdo” variara
dependendo do biomarcador especifico utilizado. Em
modalidades especificas da invencdo, um “nivel limite” de
expressdo é estabelecido para um biomarcador especifico,
onde niveis de expressdo acima desse valor sdo considerados
superexpressdo. Uma variedade de métodos estatisticos e
matemétiéos para estabelecer o nivel de limite de expressao

& conhecida na técnica. Um nivel de expressdo de limite

para um biomarcador especifico pode ser selecionado, por

exemplo, com base em dados a partir dos graficos de

Caracteristica operacional de Receptor (ROC), como descrito
nos Exemplos 2 e 3, ou em compilagdes de dados a partir de
amostras de pacientes normais (isto &, uma populagdo de
pacientes normais). Por exemplo, o nivel de expressao de
limite pode ser estabelecido no nivel de expressdo médio
mais duas vezes o desvio padrao, com base em analise de
amostras a partir de pacientes normais ndo afligidas com

cancer de ovario. Uma pessoa versada na técnica reconhecera

que esses niveis de expressdo de limite podem variar, por

exemplo, movendo ao longo do grafico ROC para um

biomarcador especifico, para obter valores diferentes para
sénsibglidade, especificidade, valor predizivel positivo
(PPV)Z% e valor predizivel negativo (NPV), desse modo
afetando o desempenho geral do ensaio.

Uma paciente que é identificada como tendo

probabilidade aumentada de ter cancer de ovario, de acordo

com os métodos revelados, pode ser submetida ao teste de
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diagnéstico adicional para determinar, definitivamente, se
a paciente tem cancer de ovario. “Teste de diagnéstico
adicional” inclui, porém ndo €& limitado a exame pélvico,
ultrajéom transvaginal, varredura CT, MRI, laparotomia,

§
laparoscopia e bidpsia. Tais métodos de diagndstico sdo bem

‘éonhecidos na técnica. Além disso, pacientes classificadas

como tendo probabilidade aumentada de terem cdancer de
ovario que sd3o determinadas por teste de diagndéstico
adicional ndo tém atualmente céncer de ovario podem ser
estreitamente monitoradas em uma base regular para O
desenvolvimento de céncer de ovario. A monitorag¢do de tais
pacientes pode incluir, porém ndo & limitada a, exame
pélVico peridédico, ultra-som transvaginal, varredura CT e
MRI. Um médico com conhecimentos comuns na técnica
reconhecerd técnicas apropriadas para monitorar pacientes
em relacdo ao desenvolvimento de céancer de ovario. Por
identificar e monitorar pacientes com probabilidade
aumentada de ter céncer de ovario, os métodos de triagem da
invencdo podem permitir a deteccdo de cancer de ovario em
um estagio inicial da doenga, particularmente Estdagio 1 ou
Estdgio 2, gquando prognéstico e resultado da doenga sé&o
muito aperfeigoados.

Em modalidades especificas, anticorpos sdo utilizados
para detectar expressdo de biomarcador no nivel de
proteina. Em outros aspectos da invencdo, a expressdo de
biomarcador é detectada no nivel de dcido nucléico. Kits
para pdr em pratica os métodos de triagem da invengdo,
incluindo o método de triagem de duas etapas, sé&o

adicionalmente fornecidos.

Por ‘“clncer de ovario” se quer dizer aquelas
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condic¢des classificadas por laparotomia pds-exploratdéria
como patologia pré-maligna, patologia maligna, e cancer
(FIGO estagios 1-4). Apresentagdo e classificacdo de céncer
de ovéfiQ‘séo descritas em detalhe acima. “Cancer de ovario

em estdgio inicial” se refere aqueles estados da doenga

=lagsificados como carcinoma estdgio 1 ou estagio 2. A

detecgéao prematura de cancer de ovario aumenta
significativamente as taxas de sobrevivéncia de 5 anos. O
termo ‘“método de triagem” se refere a estratégias para
identificar pacientes que tém probabilidade aumentada de
terem cancer de ovario de modo que tais pacientes podem ser
selecionadas para métodos de diagndéstico, mais agressivos,
para determinar definitivamente se as pacientes tém cancer
de ovario. Os “métodos de triagem” ou “métodos de triagem
de diagndéstico” da invencdo ndo sdo genericamente
destinados a diagnosticar definitivamente uma paciente como
tendo ou ndo cancer de ovario. Em vez disso, tais métodos
sio destinados a identificar mulheres tendo probabilidade
aumentada de terem cancer de ovario de mwmodo Qque essas
mulheres podem ser definitivamente diagnosticadas
utilizando outros métodos (por exemplo, exame pélvico,
ultra-som transvaginal, varredura CT, MRI, laparotomia,
laparoscopia, e bidpsia de amostras de tecido). Os regimes
também podem ser instituidos para monitorar pacientes
identificadas como tendo probabilidade aumentada de terem
cincer de ovario pelos presentes métodos, porém, gque sao
determgpadés como ndo tendo atualmente a doenga.

0s métodos de triagém da invencdo podem ser
executados em uma base de caso a caso ou como um teste de

triagem de rotina periédica para a populagdo do sexo
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feminino em geral. Em algumas modalidades, os métodos de
triagem para identificar pacientes com probabilidade
aumentada de terem céncer de ovario podem serrvistos como
comparidveis com esfregagos Pap para a identificacao de
pacienﬁqﬁ" com probabilidade aumentada de terem cancer
cervicai. Como utilizado aqui, videntificar pacientes com
probabilidade aumentada de terem cincer de ovario” sao
métodos pretendidos para detectar aquelas mulheres que sao
mais provaveis de terem cancer de ovario. Uma
“probabilidade aumentada de ter cancer de ovario” pretende
significar aquelas pacientes que sdo determinadas de acordo
com os presentes métodos a apresentar superexpressdo de
piomarcadores especificos s8o mais provaveis de terem
cancer de ovario do que aquelas pacientes que nao
apresentam.

“Diagnosticar cidncer de ovario” pretende incluir, por
exemplo, diagnosticar ou detectar a presenca de céncer de
ovario, monitorar a progressdo da doenca, e identificar ou
detectar células ou amostras que sao indicativas de céancer
de ovario. Os termos diagnosticar, detectar e identificar
cincer de ovario s3o utilizados de forma intercambiavel
aqui. O diagnéstico definitivo de céncer de ovario
compreendera genericamente executar uma bidpsia em uma
amostra de tecido a partir da paciente.

Os métodos da presente invencdo permitem determinagao
superior da probabilidade de se ter céancer de ovéfio quando
comparado com métodos de triagem propostos atualmente
conheciidds na técnica (por exemplo, medigdo de niveis
CAl125) . Como utilizado aqui, vespecificidade” se refere ao

nivel no qual um método da invencdo pode identificar
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precisamente amostras que foram confirmadas como ndo
malignas por laparotomia exploratéria (isto ¢&, negativos
verdadeiros). Isto &, especificidade é a proporgdo de
negativos da doenga dque sdo negativos em teste. Em um

estudo clinico, a especificidade é calculada por dividir o

“namero- de mnegativos verdadeiros pela soma de negativos

verdadeiros e positivos falsos. Por “sensibilidade” se quer
dizer o nivel no qual um método da invengdo pode
identificar precisamente amostras que foram confirmadas por
laparotomia como positivas para cancer de ovario (isto &,
positivos verdadeiros). Desse modo, a sensibilidade €& a
proporcdo de positivos da doenca gque sao positivos em
teste. A sensibilidade é calculada em um estudo clinico
dividindo o ntmero de positivos verdadeiros pela soma de
positivos verdadeiros e negativos falsos. A sensibilidade
dos métodos revelados para a detecgdo de cancer de ovario é
pelo menos aproximadamente 70%, particularmente pelo menos
aproximadamente 80%, mais particularmente pelo menos
aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% ou
mais. Além disso, a especificidade dos presentes métodos &
pelo menos aproximadamente 70%, particularmente pelo menos
aproximadamente 80%, mais particularmente pelo menos
aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% ou
mais.

O termo ‘“valor predizivel positivo” ou “PPV” se
refere & percentagem de pacientes com um resultado de teste
positivo nos métodos da invencdo que tém efetivamente
cénceré,%e ovario. PPV & calculado em um estudo clinico
dividindo o ntmero de positivos verdadeiros pela soma de

P

positivos verdadeiros e positivos falsos. PPV & altamente
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dependente das taxas de prevaléncia para uma doenca oOu
condicdo especifica e mudard acentuadamente como resultado
de diferencas em prevaléncia de doenga. Portanto, com
doengas de baixa prevaléncia, como cincer de ovario, testes

de triagem com PPV relativamente baixo tém ainda utilidade

clinica significativa. Ao contrario, uma doenga com taxas

de prevaléncia elevada exigiria um PPV mais elevado para
ser clinicamente util. Vide, por exemplo, Skates e outros
(2004) J. Clin. Oncol. 22:4059-4066; Bast e outros (2005)
Int. J. Gynecol. Cancer 15:274-281; Rosen e outros (2005)
Gyn. Oncol. 99:267-277; e Pepe (2004) The Statistical
evaluation of Medical testes for Classification and
prediction (Oxford University Press), todos os quais sao

aqui incorporados a titulo de referéncia na integra. O PPV

para os presentes métodos de identificar pacientes com

probabilidade aumentada de terem céncer de ovario &

genericamente pelo menos aproximadamente 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30% ou mais. Em algumas modalidades, O PPV de um
método da invengdo é pelo menos aproximadamente 10%. Um PPV
de pelo menos aproximadamente 10% para um método de triagem
de diagnéstico é considerado na técnica como sendo de
utilidade clinica. Vide Skates, e outros, acima. O “valor
predizivel negativo” ou “NPV” de um teste & a percentagem
de pacientes com um resultado de teste negativo que na
realidade ndo tém cancer de ovario. NPV é calculado em um
estudo clinico dividindo o nlGmero de negativos verdadeiros
pela soma de negativos verdadeiros e negativos falsos. O
NPV para os presentes métodos de identificar pacientes com
probabilidade aumentada de terem céncer de ovario &

[

genericamente pelo menos aproximadamente 80%,
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particularmente pelo menos aproximadamente 90%, mais
particularmente pelo menos aproximadamente 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6,
99,7, 99,8, 99,9% ou mais. Em'algumas modalidades, o NPV de

um método da invencdo é pelo menos aproximadamente 99%. Uma

‘pessoayversada na técnica reconhecerad que os valores de PPV

e NPV para os métodos da invencdo se baseiam em uma
populagdo ajustada em prevaléncia e refletem as taxas de
prevaléncia de cancer de ovario na populagdo feminina dos
EUA.

Um “biomarcador” ¢é qualgquer gene ou proteina cujo
nivel de expressdo em um tecido ou célula seja alterado em
comparagdo com aquele de uma célula ou tecido normal ou
saudavel. Biomarcadores da invengdo s&o seletivos para
cancer de ovario. Por ‘“seletivamente Superexpresso em
cancer de ovario” se quer dizer que O biomarcador de
interesse & superexpresso em cancer de ovario porém ndo é
superexpresso em condigdes classificadas como ndo malignas,
benignas e outras condi¢des que nao sdo consideradas como
sendo doenca clinica. Desse tmodo, a detecgdo dos
biomarcadores da invengdo permite a diferenciaqéo de
amostras indicativas de uma probabilidade aumentada de ter
cincer de ovario ou a presenga de cancer de ovario a partir
de amostras normais (isto &, amostras a partir de pacientes
que ndo tém cancer de ovario) e amostras que Sao0
indicativas de proliferagdo Dbenigna e ndo maligna.
Biomarcadores da invengdo podem ser mencionados aqui de
forma intercambidvel como ‘“biomarcadores de céncer de
ovériq,” wmarcadores” ou “marcadores de cancer de ovario.”

Os biomarcadores da invengdo incluem genes e
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proteinas. Tais biomarcadores incluem DNA gque compreende a
sequéncia total ou parcial da seqliéncia de &cido nucléico
codificando o Dbiomarcador, ou o complemento de tal
seqiéncia. Os A&cidos nucléicos de biomarcador também

incluem RNA que compreende a seqiéncia inteira ou parcial

‘de qualguer wuma das sequéncias de &cido nucléico de
ii

interesse. Uma protéina de biomarcador é wuma proteina
codificada por ou correspondendo a um biomarcador de DNA da
invengdo. Uma proteina de biomarcador compreende a
seqiiéncia de aminodcido total ou parcial de qualquer uma
das proteinas ou polipeptideos de biomarcador. Fragmentos e
variantes de denes e proteinas de biomarcador também sao
abrangidos pela presente invencdo. Por “fragmento” se quer
dizer uma porg¢ao do polinucleotideo ou uma porgao da
sequéncia de aminoacido e conseqlientemente proteina
codificada desse modo. Polinucleotideos que sdo fragmentos
de uma seqiiéncia de nucleotideo de biomarcador compreendem
genericamente pelo menos 10, 15, 20, 50, 75, 100, 150; 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 800, 900,
1,000, 1,100, 1,200, 1,300 ou 1,400 nucleotideos continuos,
ou até o nuamero de nucleotideos presentes em um
polinucleotideo de biomarcador de comprimento total
revelado aqui. Um fragmento ou um polinucleotideo de
biomarcador codificard genericamente pelo menos 15, 25, 30,
50, 100, 150, 200 ou 250 aminodcidos continuos, ou até o
namero total de aminodcidos presentes em uma proteina de
biomarcador de comprimento total da invengdo. “Variante”
pretende significar seqiiéncias substancialmente similares.

Genericamente, variantes de um biomarcador especifico da

-3

inven¢§o terdo pelo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%,
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55% 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%  96%, 97%, 98%, 99%, ou mais identidade de sequéncia
com aquele biomarcador como determinado por programas de
alinhamento de sequéncia.

Os biomarcadores da inveng¢do incluem qualquer gene ou
proteina que & seletivamente superexpresso em cdancer de
ovério! como definido acima, e podem  compreender
biomaréadores conhecidos bem como aqueles atualmente
desconhecidos na técnica. Em modalidades especificas
biomarcadores sdo proteinas secretadas ou proteinas que sao
preditas como codificando proteinas membranosas com
segmentos de transmembrana e dominios extracelulares.
Biomarcadores de interesse incluem HE4, CAl125, glicodelina,
MMP-7, Muc-1, PAI-1, CTHRCI1, inibina A, PLAU-4, prolactina,
KLK-10, KLK-6, e SLPI, alfa-1 antitripsina (AAT), Imp-2,
FLJ10546, FLJ23499, MGC13057, SPON1, S100A1, SLC39A4,
TACSTD2, MBG2, HETKL27 (MAL2), Cox-1, proteina cinase C-
iota, caderina-6, ADPRT, matriptase, receptor de folato,
claudina 4, mesotelina, aquaporina 5, cofilina 1,
gelsolina, clusterina, alfa tetranectina, vitronectina,
proteina de plasma associada a gravidez-A (PAPP-A), e
folistatina. Biomarcadores de interesse especifico incluem,
porém ndo sao 1imitados a HE4, CA125, glicodelina, MMP-7,
Muc-1, PAI-1, CTHRC1, inibina A, PLAU-4, prolactina, KLK-
10, KLK-6, SLPI, e alfa-1 antitripsina (AAT). Biomarcadores
de maior interesse especifico incluem HE4, glicodelina,
MMP-7, SLPI, PLAU-R, Muc-1, inibina A e PAI-1.

HE4 & uma proteina que foi primeiramente observada em
tecido epididimo humano, € © nome “HE4” é& uma abreviatura

de “Proteina Epididima humana 4". Estudos subseqguentes
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mostraram que a proteina HE4 também estd presente no trato
reprodutivo feminino e outros tecidos epiteliais. O gene
HE4 reside em cromossomo humano 209gl2-13,1, verificou-se

gque a regido de cromossomo 20ql2 ¢é freqguentemente

amplificada em carcinomas de ovario. Os estudos mostraram

‘que HE4 €& expresso por células de carcinoma de ovario. A

proteina é N-glicosilada e & secretada extracelularmente.
vide, por exemplo, Drapin e outros (2005) Cancer Research
65(6): 2162-9; Hellstrom e outros (2003) Cancer Research
63; 3695-3700; e Bingle e outros (2002) Oncogene 21: 2768-
2773.

CA-125 é& uma glicoproteina de superficie de célula
com elevado peso molecular detectada no soro de uma grande
proporcdo de pacientes com cancer epitelial de ovario
(OEC) . Entretanto, embora a percentagem seja elevada (75-
90%) em éstégios avancados dessa doenga, é somente elevado
em 50% dos pacientés com a doenga no Estdgio 1.0 uso de CA-
125 como marcador para OEC & problemdtico porque a molécula
também & expressa em um namero de condig¢des normais e
patolégicas incluindo menstruacido, gravidez, endometriose,
doencas inflamatérias e Outros tipos de céncer. A
sensibilidade e especificidade aperfeigoadas para OEC foram
reportadas entre mulheres pds-menopausa. Vide, por
exemplo,Bast e outros (1998) Int’l J. Biological Markers,

13:170-187; e Moss e outros (2005) J. Clin. Pathol. 58:308-

312.

Glicodelina é um membro da superfamilia de lipocalina
com varias agdes distintas em reconhecimento e
diferenciagao de células principalmente no eixo

reprodutivo. Anteriormente, essa glicoproteina foi
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denominada proteina endometrial associada a progesterona
(PAEP) e proteina placentdria 14 (PP-14). A mudanga de nome
foi em parte iniciada porque glicodelina ndo é sintetizada
pelo endométrio ou placenta. Glicodelina foi purificada a
partir de fluido amnidtico como molécula 28kDa em géis SDS
e reportada como sendo sintetizada pelo ovario normal e por
tumores malignos de ovario. Sua presenca foi reportada em
soro. Vide, genericamente, Seppala e outros (2002)
Endocrine Reviews 23:401-430; Pala e outros (1997) J.
Chromatography B 704:25-34; Meerit Kamarainen e outros
(1996) RAmer. J. Pathology 148: 1435-1443.

As proteinas da familia de metaloproteinase de matriz
(MMP) estdo envolvidas na ruptura de matriz extracelular em
processos fisioldgicos normais, como desenvolvimento
embridnico, reprodugdo, e remodelagem de tecido, bem como
em processos de doenc¢a, como artrite e metastase. A maioria
das MMPs & secretada como proproteinas inativas que sao
ativadas ' quando clivadas por proteinases extracelulares. A
enzima codificada pelo gene MMP-7 (matrilisina) degrada
proteoglicanos, fibronectina, elastina e caseina e difere
da maioria dos membros da familia de MMP em que ndo tem um
dominio de proteina terminal-C conservado. A enzima esta
envolvida em cicatrizagdo de ferimento, e estudos em
camundongos sugerem que regula a atividade de defensinas em
mucosa intestinal. O gene MMP-7 faz parte de um cluster de
genes de MMP que se localizam no cromossomo 11g22,3. MMP-7
é expresso em células epiteliais de tecido normal e doente.
E conhecido como sendo expresso em tumores da mama, cbélon e
préstata, entre outros. E abundante em células de carcinoma

de ovario, porém ndo detectavel por IHC em tecido epitelial



10

15

20

25

30

28/124

de ovario normal.

Muc-1 (mucinl, EMA, PEM, epsialin) é uma
glicoproteina de mucina de superficie de célula grande
expressa pela maioria das células epiteliais glandular e de

duto e algumas linhagens de células hematopoiéticas.

Funcionalmente, acredita-se que Muc-1 esteja envolvido com

protecdo e lubrificagdo de células, e possa desempenhar um
papel"em aderéncia de células, e/ou sinalizagdo de células.
O gene Muc-1 contém sete éxons e produz diversas variantes
alternativamente fixadas, diferentes. A principal forma
expressdao de Muc-1l utiliza todos os sete éxons e € uma
proteina de transmembrana do tipo 1 com um grande dominio
de repetigdo tandem extracelular. O dominio de repetigdo
tandem & altamente O-glicosilado e alteragdes em
glicosilagao ,foram mostradas em células epiteliais de
cancer. Verificou-se que muc-1 é elevado em muitos tipos de
ciancer, mais notadamente com cancer avancado de mama. Ser
independente como um marcador baseado em soro, teria pouca
especificidade, porém poderia ser utilizado como meio
auxiliar de progndstico, em combina¢do com outros
marcadores mais especificos.

PAI-1 (isto é inibidor ativador de plasminogénio tipo
1) & um inibidor de proteinase de serina ou cisteina. O
mRNA de PAI-1 tem 2876 bp de comprimento, e a proteina
codificada tem 402 aminodcidos de compriment6é. O peso
molecular calculado & 42,769 Da, ao passo que a proteina
purificada por afinidade é reportada como sendo
aproximadamente 50,000 Da, como determinado por
eletroforese de gel SDS. PAI-1 desempenha um papel na

inibicdo de degradagdo de matriz extracelular por PLAU e &
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um gene alvo c¢-Myc ndo regulado putativo. PAI-1 também
desempenha um papel chave no controle de coagulagdo e
remodelagem de tecido. PAI-1 limita a produgdo de plasmina
e serve para manter fibrindlise em verifica¢do. Algumas

fungdes fisioldégicas envolvendo a inibicdo de plasmina por

PAT-1 incluem ovulacdo, migragdo de células e diferenciagédo

de células epiteliais. Niveis elevados de PAI-1 em cancer
indicam progndéstico ruim para sobrevivéncia de muitos
canceres humanos, incluindo cénceres de mama € pulmio.
Pappot e joutros (29 de novembro de 2005) Lung Cancer [Epub
antes da impressdo]; Chazaud e outros (2002) American
Journal of Pathology 160:237-246.

Repetigd3o hélice tripla de colageno contendo 1
(CTHRC1) foi identificada em uma triagem para seqiéncias
diferencialmente expressas em artérias com lesdo por baldo
versus normais. Em estudos por Pyagay e outros, a expressao
de CTHRC1 ndo foi detectavel em artérias normais.
Entretanto, em lesdo foi expressa de forma transiente por
fibroblastos da adventicia de remodelagem € por células de
misculo liso da neointima. Foi encontrada também na matriz
de placas aterosclerdticas humanas em calcificagdo. CTHRC1
é uma proteina de 28 kDa‘secretada que é glicosilada e
altamente conservada a partir de cordados inferiores para
mamiferos. Um motivo de coldgeno curto com 12 repetigdes de
Gly-X-Y parece ser responsdvel por trimerizacgado da proteina
e isso torna a molécula suscetivel a4 clivagem por
colidadenase. Niveis de expressdo de mRNA Cthrcl sdo
aumentados em resposta & transformacdo do fator de
crescimento-beta e proteina morfogenética de o0sso-4.

Ensaios de migragdo de células executados com fibroblastos
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de superexpressdo de CTHRC1l e células de misculo 1liso
demonstram que niveis aumentados de CTHRC1 sdo associados a
capacidade migratdéria aumentada. Adicionalmente, a
superexpressdo de CTHRCl causou uma reducdo dramatica em

niveis de proteina e mRNA de colageno tipo I. Os dados de

-Pyagay e outros indicam que CTHRC1 de molécula novo €

expresso de forma transiente na parede arterial em resposta
3 lesio onde pode contribuir para remodelagem vascular
limitando o depdésito de matriz de coldgeno e a promogdo de
migracdo de células. Pyagay e outros (2005) Circ. Res.
96 (2): 261-8.

Inibinas sdo horménios de proteina gue pertencem a
superfamilia de fator de crescimento P em transformagdo e
sio heterodimeros consistindo em subunidades a € B unidas
por ligagdes de dissulfeto. As 2 formas de inibinas (isto
&, A e B) diferem no tipo de subunidade B (isto &, BA ou
BB) ligada a subunidade o. Em mulheres na idade
reprodutiva, inibinas séo conhecidas por serem secretadas
por células granulosa do ovario e circulam no sangue.
Inibinas variam em concentragao através do ciclo mensﬁrual
e durante gravidez, e causam impacto na produgdo de FSH
pituitéaria, gametogénese e eventos gestacionais. Em
mulheres pdés-menopausa inibinas caem a niveis muito baixos.
pPublicacdes recentes indicam que inibinas sdo marcadores de
diagnéstico para cancer de ovario. Vide, por exemplo,
Robertson e outros (2002) Mol. Cell Endocrinol. 191:97-103;
El-Shalakany e outros (2004) J. Obstet. Gynaecol. Res. 30:
155-161. |

Receptor de urocinase ativador de plasminogénio

(PLAU-R ou UPAR) é uma glicoproteina de superficie de
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célula com um peso molecular de aproximadamente 60 kDa que
é ligado por sua extremidade terminal-carbéxi a membrana de
célula por ligag¢do de GPI. PLAU-R serve como um receptor
especifico para o ativador de plasminogénio de urocinase
protease serina (uPA) que estd envolvimento em remodelagem
de matriz extracelular/membrana de base em processos tanto
normais quahto patoldégicos. PLAU-R solavel, 1liberado a
partir da superficie da célula foi reportado como estando
em concentracdes elevadas em soro em Varios tipos de cancer
humano incluindo cancer colo-retal, de mama e de ovéario.
Vide, por exemplo, Sier e outros, (1998), Cancer res
58:1843-1849; e Begum e outros (2004) Anticancer Research
24:1981-1986.

Prolactina é um horménio de proteina de 23 kDa de 198
aminodcidos secretado em gquantidades significativas pela
glandula pituitadria anterior. Em combinacdo com estrdgeno,
prolactina desempenha um papel importante na iniciagdo de
crescimento de glandula mamidria e em lacta¢do. Além disso,
considera-se que p;olactiﬁa tenha um papel significativo em
crescimento de células e fungdo imune. Um relatdério recente
utilizando um kit ELISA comercialmente disponivel reportou
que niveis de prolactina em SOro foram significativamente
elevados em cancer de ovario. Vide, genericamente, Mor e
outros (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. 102: 7677-7682.

Calicreinas constituem um subgrupo de protease de
serina tendo fungdes fisioldgicas diversas. S3o agrupados
como um grupo em cromossomo 19gl3. Evidéncia crescente
sugere ‘que muitas calicreinas estdo envolvidas em
carcinogénese e algumas tém potencial com novos

biomarcadores de cdncer e outras doengas.
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KLK-6 é um dos quinze membros da subfamilia de
calicreina localizados em um cluster no cromossomo 19. A
enzima codificada é regulada por horménios de esterdide. Em
cultura de tecido, verificou-se que a enzima gJera

fragmentos amiloidogénicos a partir da proteina precursora

de amildéide, sugerindo um potencial para envolvimento em

doenca de Alzheimer. KLK-6 foi verificada como uma proteina
secretada, e descoberta como estando elevada em pacientes
com cancer de ovario. Desse modo, foi levantada a hipdtese
como tendo valor como um marcador soroldgico para essa
doenga.

O gene de calicreina 10 humano (KLK10, também
conhecido como gene 1 especifico de célula epitelial normal
(NES-1)) & um membro da familia de gene de calicreina. O
produto de gene € uma protease de serina secretada cuja
concentracdo em varios fluidos bioldégicos é conhecida como
sendo alterada em alguns estados de doenca. Em particular,
KLK10 é expresso em células epiteliais do ovario e essa
expressdo foi reportada como sendo elevada em soro de
pacientes com céancer de ovario. Desse modo, KLK10 pode
servir como um biomarcador de soro para cdncer de ovario.
vide, por exemplo, Liu-Ying e outros (2003) Cancer Res.
63:807-811; Yousef e Diamandis (2003) Thromb Haemost. 90:7-
16.

Inibidor de Protease de leucdcito secretor (SLPI) &
uma proteina que foi primeiramente isolada em secregdes de
glandula pardétida humana. Estudos subseqlentes mostraram
gque a proteina SLPI também estd presente em saliva e
numerosas superficies de mucosa como aquelas do pulmdo,

passagens nasais, cérvix e vesiculas seminais.
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Acredita-se que SLPI atue como uma defesa contra
doencas crénicas do pulmdo porque é um inibidor potente de
elastase de neutréfilo, cuja presenga & aumentada em
doencas inflamatdérias crdnicas do pulmdoc e gque podem
destruir muitos dos componentes do tecido do pulmdo. SLPI
também inibe a liberacdo de histamina a partir de
mastédcitos, de modo que também é ativo na resposta
alérgica. Também se pensa que a protegdo de membranas
fetais e tecido cervical seja uma fungdo de SLPI.

Verificou-se gque o gene dJue codifica a proteina de
SLPI é supra-regulada em cancer do ovario, e uma diferenca
signif%Cativa foi encontrada entre os niveis elevados de‘
SIPI no soro de pacientes com cancer maligno do ovario ao
contrario dos niveis encontrados em pacientes com cistos
benignos do ovario ou pacientes normais. A proteina de SLPI
tem uma massa de 12 kDa, €& nado glicosilado, hidrofdébico e
catidnico. Vide genericamente Hollander e outros (2003)
Cancer Cell International 3:14, Helmig e outros (1995) Eur.
J. Obstet. Gynecol. Reprod. Bio. 59(1) :95-101; Hough e
outros (2001) Cancer Research 61: 3869-3876; e Tsukishiro e
outros (2005) Gynecologic Oncology 96: 516-519.

Alfa-1 antitripsina (AAT) €& uma proteina de fase
aguda' sintetizada pelo figado e ©O inibidor de soxro
principal de enzimas proteoliticas como tripsina,
guimotripsina, plasmina e trombina. Em uma reagao
inflamatéria a concentrac¢do de soro de AAT pode ser elevada
em tanto quanto 3-4 vezes. A molécula existe como um nimero
de variantes genéticas com um peso molecular de mondmero de
40-50 kDa. A concentragdo de soro normal média (mg/ml) foi

reportada como sendo 2,21 + 0,35 e 2,14 £ 0,37. O interesse
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em AAT como biomarcador de cancer de ovario resultou a
partir de um estudo spec. De massa/eletroforese de gel 2D
interno que indicou que AAT era elevado no soro de
pacientes com cancer de ovario. Vide, por exemplo, Song e
outros (1994) J. Affect. Disorders 30:283-288; Ledue e
outros (1993) Clin. Chim.Acta. 223: 73-28.

Embora os biomarcadores acima tenham sido discutidos
em detalhe, qualquer biomarcador cuja superexpressdo seja
seletiva para cdncer de ovario pode ser utilizado para pdr
em pratica a invencdo, incluindo biomarcadores conhecidos
na técnica e aqueles ndo identificados acima. Tais
biomarcadores incluem dJenes ¢€ proteinas gque sdo, por
exempl%, envolvidos em defeitos em controle de ciclo de
célula/replicacéo de DNA, crescimento e proliferagdo de
células, escapamento de apoptose, angiogénese ou
linfogénese, ou Os mecanismos de motilidade e invasdo de
células de céancer.

De interesse especifico sdo biomarcadores gque sao
seletivamente superexpressos em cancer de ovario no estégio
inicial. Por ‘“seletivamente superexpresso em cidncer de
ovario no estdgio inicial” se quer dizer que o biomarcador
de interesse & superexpresso em estados de cancer de ovario
estdgio 1 ou estagio 2 porém ndo € superexpresso em
amostras normais ou em condigdes classificadas como nao
malignas, benignas e outras condicdes que ndo devem ser
consideradas como sendo doenga clinica. Uma pessoa versada
na técnica reconhecerd que biomarcadores de cancer de
ovario no estagio inicial incluem aqueles genes e proteinas
especificos para cancer de ovario que sdo inicialmente

superexpressos  em estdgio 1 ou estagio 2 e cuja
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superexpressdo persiste durante todos os estdgios avangados
da doen¢a, bem como biomarcadores que sdo somente
superexpressos em cancer de ovario estagio 1 ou estagio 2.
A deteccdo de expressdo de biomarcadores que sdo

seletivamente superexpressos em cincer de ovario no estégio

inicial pode permitir a detecgdo e diagnéstico mais cedo de

cancer de ovario e, por conseguinte, melhorar o progndstico
do paciente.

Os métodos da invencdo compreendem detectar a
expressdo de uma pluralidade de biomarcadores. Como
utilizado aqui, uma “pluralidade” de biomarcadores se
refere a 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais biomarcadores.
Em particular, quando o método de triagem de duas etapas da
invencdo é utilizado para identificar ©pacientes com
probabilidade aumentada de terem céancer de ovario, uma
pluralidade de biomarcadores pode se referir a detecgdo de
pelo menos um biomarcador durante a primeira etapa de
ensaio e pelo menos um biomarcador adicional durante a
segunda etapa de ensaio. Uma pessoa versada na técnica
também reconhecerd gque um painel de biomarcadores pode ser
utilizado para identificar pacientes com probabilidade
aumentada de terem cancer de ovario de acordo com OS
presentes métodos. Um painel de Dbiomarcadores pode
compreender qualquer namero ou combinacdo de biomarcadores
de interesse. Em algumas modalidades, um painel
compreendendo uma pluralidade de biomarcadores selecionados
a partir do grupo que consiste em HE4, CA125, glicodelina,
MMP-7, Muc-1, PAI-1, CTHRC1, inibina, PLAU-R, prolactina,
KLK-10, KLK-6, e SLPI, alfa-1 antitripsina (AAT). Em outras

modalidades, & fornecido um painel de biomarcadores
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selecionado do subconjunto de biomarcadores compreendendo
CAl125, HE4, glicodelina, MMP-7, SLPT, PLAU-R, Muc-1,
inibina A, e PAI-1.

Qualquer paciente mulher ou populagdo de pacientes
pode ser avaliada utilizando os métodos de triagem e
diagnéstico da invengdo. Por exemplo, os métodos revelados
aqui podem ser executados na populagdo de pacientes
mulheres em geral, bem como na populagdo mais estreita de
mulheres pdés-menopausa. O termo vpés-menopausa” € entendido
por aqueles versados na técnica. Em modalidades
especificas, pds-menopausa se refere genericamente a, por
exemplo, mulheres acima de 55 anos de idade. Em modalidades
particulares, os métodos de triagem sao executados
rotineiramente (por exemplo, anualmente, a cada dois anos,
etc.)‘na populagdo feminina em geral. A triagem regular de
pacientes pode iniciar, por exemplo, no inicio da
menstruacdo, na idade de 30, ou no inicio da menopausa. A
triagem da populagdo  de pacientes de alto risco, como
definido abaixo, serd tipicamente executéda em uma base de
rotina independente da idade da paciente. Pacientes que sdo
tanto assintomaticas como sintomaticas (isto é,
apresentando sintomas caracteristicos de céncer de ovario,
como dor ou inchaco abdominal ou pélvico) podem ser
avaliados em relacdo a uma probabilidade aumentada de terem
ciancer do ovario utilizando os métodos de triagem e
diagnéstico da invengdo. Mulheres que estdo com baixo risco
de desenvolverem céncer do ovario e aquelas gue sao
consideradas de alto risco com base em fatores de risco de

histérico familiar e clinico também pode ser avaliadas

utilizando os presentes métodos. Pacientes consideradas de
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walto risco” com base em tais fatores de risco histbérico de
familia e clinico incluem, porém ndo s&8o limitadas a
pacientes vivendo com cancer de mama, cancer de cdélon, ou
sindrome de ovario/mama, mulheres com um parente de

primeiro grau com cancer de ovario (por exemplo, mde, filha

-ou irmd), pacientes positivos - para pelo menos um gene de

cancer de mama (BRCA 1 ou 2), e mulheres que sofrem de
HNPCC (isto &, cancer colo-retal ndo polipose Hereditario) .

Em um aspecto da invengdo, a populagdo alvo para oOs
métodos de triagem e diagndéstico & o Jgrupo de pacientes
assintomdticos, classificado como alto risco com base, por
exemplo, nos fatores de risco familiares e clinicos acima
referenciados. Essa populacdo assintomdtica de alto risco
representa mais de 8 milhdes de mulheres nos Estados
Unidos. E reconhecido que os métodos, composigdes e kits da
invencdo serdo de utilidade especifica para pacientes tendo
risco aumentado de desenvolver canceres de ovario e para
seus médicos. Pacientes reconhecidas na técnica como tendo
risco aumentado de desenvolver canceres de ovéario incluem,
por exemplo, pacientes com histérico familiar de céncer de
ovario e pacientes de idade em avango (por exemplo,
mulheres com mais de 55 anos de idade) .

Um nGmero de condigdes ou caracteristicas clinicas
nio diretamente relacionadas a cancer de ovario pode
existir nas populagdes de pacientes testadas de acordo com
os métodos da invencgao, desse modo interferindo nos

resultados dos métodos de triagem e diagnéstico revelados

aqui. Tais condigdes e caracteristicas clinicas sdo
mencionadas aqui como “patologias e substéncias
interferentes” e incluem, porém nao sdo limitadas a,
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gravidez (primeiro trimestre), cdncer de mama, hepatite
crénica, céncer de cdlon, terapia com contraceptivo oral,
doenca das artérias coronéarias, trombose de veia profunda,
diabetes, endometriose, terapia de reposigdo hormonal,
menstruacdo, mieloma maltiplo, doenga policistica/cisto no

ovario, polimialgina, polimiosite, cidncer retal, artrite

reumatdide, eritematoso de 1lapus sistémico (SLE) e
tratamento com warfarin. Patologias interferentes
exemplares, adicionais incluem condi¢des uterinas (por
exemplo, miomas, adenomiose e cancer endometrial),

condicdes dos ovarios (por exemplo, crescimentos benignos
como cistos funcionais, cistos teca-luteina, luteoma de
gravidez, ovarios esclerocisticos, cistadenoma seroso,
cistadenpma gque contém mucina, teratoma cistica, fibroma,

d

tecoméﬂéwtumor de Brenner; neoplasmas; e condigdes malignas
como cistadenocarcinoma e adenocarcinoma), condigdes de
tuba de Faldépio (por exemplo, abscesso tubo-ovariano,
hidrosaplinx, cisto parovariano, gravidez ectépica e cancer
das tubas de Falépio), condig¢des do intestino (por exemplo,
distensio com gas e/ou fezes, diverticulite, ileite,
apendicite e cancer de célon) e outros condigdes diversas
(por exemplo, bexiga distendida, rim pélvico, cisto uracal,
hematoma de parede abdominal, abscesso de parede abdominal
e neoplasmas retroperitoneais, como linfoma, sarcoma e
teratoma. Em modalidades especificas, os biomarcadores,
niveis de expressao limite, e modelos matematicos
utilizados nos métodos de diagndstico e triagem descritos
aqui, serdo selecionados de modo a minimizar os efeitos de

substancias e patologias interferentes sobre o desempenho

(isto é, a especificidade, sensibilidade, PPV e NEV) dos
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métodos reivindicados.

Por “amostra do corpo” se quer dizer qualquer
amostragem de células, tecidos ou fluidos corpdreos a
partir de uma paciente na qual a expressdo dg um
biomarcador possa ser detectada. Os exemplos de tais
amostras do  corpo - incluem, porém ndo sao limitadas ao
sangue (por exemplo, sangue integral, soro de sangue,
sangue tendo plaquetas removidas, etc.), 1linfa, fluidos
asciticos, wurina, fluidos ginecoldgicos  (por exemplo,

secrecdo de ovario, falépio, e uterina, menstruacdo, etc.)

'
bidpsias, e fluidos obtidos durante laparoscopia. As
amostras do corpo podem ser obtidas a partir de um paciente
por uma variedade de técnicas incluindo, por exemplo, por
venopuntura, por raspagem oOu aplicagdo em uma area, ou pelo
uso de uma agulha para aspirar fluidds corpdreos ou
tecido%} Os métodos para coletar viarias amostras dé corpo
sao bem conhecidos na técnica. Em modalidades especificas,
a amostra do corpo compreende sangue Ou SOIO. Os presentes

inventores reconheceram que os métodos para a coleta e

armazenagem de amostras de sangue, mais particularmente

amostras de soro, afetam o desempenho dos métodos revelados

agui. Varios estudos indicam que a amostra do COrpo,
particularmente amostra de soro, métodos de coleta e
armazenagem sdo criticos para obter desempenho aceitavel de
ensaio. Vide, por exemplo, Diamandis (2004) J. Natl. Cancer
Institute 95:353-356 e Thavasu e outros (1992) J. Immunol.
Meth. 153: 115-124, quev é aqui incorporado a titulo de
referéncia na integra. Um método exemplar para coleta e
armazenagem de soro €& fornecido no Exemplo 1.

Quaisquer métodos disponiveis na técnica para a
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deteccdo de expressdo de biomarcador podem ser utilizados
na pratica da invengdo. A expressio de um biomarcador da
invencdo pode ser detectada em um nivel de &cido nucléico
ou um nivel de proteina. Para determinar superexpressao, a
amostra do corpo a ser examinada pode ser comparada com uma
amostra de corpo correspondente que se origina de uma
pessoa sauddvel. Isto &, © nivel “normal” de expressdo & o
nivel de expressdo do biomarcador em uma amostra de corpo a
partir de uma paciente que ndo é afligida com cdncer de
ovario. Tal amostra pode estar presente em forma
padronizada. Em algumas modalidades, a determinagdo da
superexpressdo de biomarcador ndo requer comparagdo entre a
amostra do corpo e uma amostra do corpo correspondente que
se origina de uma pessoa normal.

Qualquer biomarcador ou combinacdo de biomarcadores
da invépcéo, bem como quaisquer biomarcadores de céancer de
ovario conhecidos, podem ser utilizados nos métodos,
composi¢cdes e kits da presente invencdo. Em geral, &
preferivel utilizar biomarcadores para os quais a diferenca
entre o nivel de expressdo do biomarcador em uma amostra do
corpo a partir de uma paciente afligida com cdncer de
ovario e o nivel de expressdao do mesmo biomarcador em uma
amostra de. sangue “normal” (isto &, a partir de uma
paciente livre de céancer no ovario) é tdo grande guanto
possivel. Embora essa diferenca possa ser tdo pequena
gquanto o limite de deteccdo do método para determinar a
expressdo do biomarcador, prefere-se que a diferenca seja
pelo menos maior do que o erro padrao do método de
avaliacdo, e de forma otima uma diferenca de pelo menos 2,

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 vezes Ou maior do que O
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nivel de expressdo do mesmo biomarcador em uma amostra de
corpo normal. O nivel de expressdo ‘“normal” de um
biomarcador da invencdo pode ser determinado por avaliar
expressdo do biomarcador em uma amostra do corpo obtida a

partir de uma paciente ndo afligida com céncer de ovario.

-Alternativamente, e particularmente a medida que

informagdes adicionais se tornam disponiveis, como
resultado do desempenho de rotina dos métodos descritos
aqui, valores médios para niveis de expressdo de
biomarcador podem ser utilizados.

Como descrito acima, em alguns aspectos da invencgao,
um nivel limite de expressdo de um biomarcador especifico,
acima do qual o biomarcador & considerado como sendo
superexpresso em uma amostra de paciente, pode ser
estabelecido. Os métodos para selecionar o valor limite
incluem, porém ndo sdo limitados & analise do grafico ROC
para © biomarcador ou ahéiise do nivel de expressdo de
biomarcador para uma populagdo de pacientes normais. Os
valores de “corte” ou limite exemplares incluem (1) o nivel
de expressdo média mais duas vezes O desvio padrdao, como
determinado a partir de uma populagdo de amostras de
pacientes normais e (2) niveis de expressdo selecionados a
partir da curva ROC que representam o valor mais elevado de
sensibilidade mais especificidade. O nivel de expressdo
limite para um biomarcador especifico pode ser determinado
em relacdo ao nivel de expressdo em uma populagao de
pacientes normais. Pessoas versadas na técnica reconhecerdo
gque outros métodos para selecionar valores de expressao
limite apropriados podem ser utilizados para pdr em prética

a invencgao.
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Os métodos para detectar biomarcadores da invengao
compreendem quaisquer métodos que determinam a gquantidade
ou a presenca dos biomarcadores no nivel de &cido nucléico
ou de proteina. Tais métodos sdo bem conhecidos na técnica
e incluem, porém ndo sd3o limitados a western blots,
northern blots, southern blots, ELISA, imunoprecipitacgao,
imunofluorescéncia, citometria de fluxo, imunocitoquimica,
imunoensaios baseados em conta multiplex, técnicas de
hibridizacdo de &cido nucléico, métodos de transcrigéao
inversa de &acido nucléico e métodos de amplificacado de
acido nucléico. Em modalidades especificas, a
superexpressdo de um biomarcador é detectada em um nivel de
proteina wutilizando, por exemplo, anticorpos dque sdo
dirigidos contra proteinas de biomarcador especificas.
Esses anticorpos podem ser utilizados em varios métodos
como Western blot, ELISA, imunoensaio baseado em conta
multig;eﬁ, imunoprecipitagao, ou técnicas de
imunocitéquimica. Os ensaios baseados em conta multiplex
utilizados para pdr em pratica a presente invenc¢do incluem,
porém néq s3o limitados a, tecnologia Luminex descrita nas
patentes US nGmeros 6,599,331, 6,592,822 e 6,268,222, todas
as quais sdo incorporadas aqui a titulo de referéncia na
integra. Em modalidades especificas, o sistema LabMAP®
Luminex é utilizado, como descrito na publicagéao
internacional ndmero WO 2005/016126, que €& incorporada aqui
a titulo de referéncia na integra.

Em algumas modalidades da invencéd, anticorpos
especificos para proteinas de biomarcador sdo utilizados

para detectar a expressdo de uma pluralidade de proteinas

de biomarcador em uma amostra de corpo para identificar
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pacientes com probabilidade aumentada de terem cancer de
ovario. O método compreende obter uma amostra de corpo a
B partir de uma paciente, particularmente uma amostra de
soro, contatar a amostra de corpo com anticorpos dirigidos
5 a uma pluralidade de biomarcadores que sdo seletivamente
-superexpressos em cancer de ovario, e detectar ligagdo de
anticorpo para determinar se OS biomarcadores sdo
superexpressos na amostra da paciente. Nos métodos de
triagem da invengao, superexpressdo dos biomarcadores &

10 indicativo de uma probabilidade aumentada de ter cancer de
ovario. Pacientes classificadas pelos presentes métodos de
triagem como tendo probabilidade aumentada de terem céncer
de ovario s3o submetidas a teste de diagnéstico adicional
para detectar a presenga de cancer de ovario. Pacientes do

15 sexo feminino, identificadas pelos presentes métodos de
triagem para céncer de ovario que sdo determinadas COmMO nao
sofrendo atualmente de cancer de ovario sdo regularmente
monitoradas para detectar potencialmente céncer de ovario
em um éstégio mais cedo.

20 Como descrito acima, em aspectos especificos da
invencdo, os métodos de triagem para identificar pacientes
com probabilidade aumentada de terem cancer de ovario podem
compreender uma analise de duas etapas. Isto &, o método
compreende executar uma primeira etapa de ensaio

25 compreendendo detectar a expressdo de um primeiro
biomarcador ou um primeiro painel de biomarcadores em uma
amostra de corpo e determinar se O primeiro biomarcador ou
painel de biomarcadores & superexpresso. Se um resultado
positivo for obtido na primeira etapa de ensaio (isto é, ©

30 primeiro biomarcador ou painel de biomarcadores &
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superexpresso na amostra do corpo) o método compreende
ainda executar uma segunda etapa de ensaio compreendendo
detectar a expressdo de um segundo biomarcador ou um
segundo painel de biomarcadores e determinar se o segundo
biomarcador ou painel de biomarcadores €& superexpresso. A
superexpressdo tanto do primeiro quanto segundo biomarcador
ou painéis de biomarcadores (isto é, um resultado positivo
nas duas etapas de ensaio) ¢ indicativa de uma
probabilidade aumentada de ter cdncer de ovario. Em
modalidades especificas, a detecgdo de expressdo dos
biomarcadores nas primeira e segunda etapas de ensaio, é
executada no nivel de proteina e compreende contatar a
amostra do corpo, mais particularmente uma amostra de soro,
com anticorpos especificos para os biomarcadores
especificos de interesse e detectar ligacdo de anticorpo.

Em certos métodos, a expressdo de proteina de biomarcador &

detectada utilizando uma ELISA ou‘formato de imunoensaio

baseado em conta multiplex.

ﬁos?métodos de triagem de “duas etapas” da invencdo,
o biomarcador ou painel de biomarcadores utilizado na
primeira etapa pode ser empregado para maximizar
sensibilidade e NPV. Isto &, a primeira etapa da triagem
pode ser projetada para maximizar o nuimero de negativos
verdadeiros classificados como negativos pelos métodos da
invengao, desse modo eliminando uma percentagem
significativa de negativos verdadeiros a partir da andlise
adicional. Portanto, a populagdo de pacientes classificada
como positiva pela primeira etapa de ensaio sera

enriquecida em pacientes positivos verdadeiros. A segunda

etapa de triagem nos métodos de duas etapas pode ser
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projetada para maximizar PPV e especificidade, enquanto
mantém uma sensibilidade razoavel, para identificar
mulheres com probabilidade mais elevada de terem cancer de
ovario. Especificidade, sensibilidade, valores de PPV e NPV
podem ser determinados para cada etapa individual de ensaio
no método, como descrito acima. Quando um método de triagem
de duas etapas é utilizado, sensibilidade, especificidade,
valores de PPV e NPV combinados podem ser determinados para
o método como um todo. Em modalidades especificas, o método
de duas etapas para identificar pacientes com probabilidade
aumentada de terem cAncer de ovario tera uma sensibilidade
combinada de pelo menos 90%, uma especificidade combinada
de pelo menos 98%, um PPV combinado de pelo menos 10%, e um
NPV combinado de pelo menos 99,9%. Uma pessoa versada na
técnica reconhecera ainda que embora oOs métodos de triagem
de duas etapas tenham sido descritos em detalhe, métodos de
triagem similares compreendendo 3, 4, 5 ou mais etapas de
ensaio também sdo abrangidos pela presente invengao. Tais
etapaswde ensaio seguintes podem descartar outras doengas,

I

como cgndicaes cardiovasculares, da presenga de célncer de
ovario.

Em algumas modalidades da invencdo, algoritmos ou
modelos matemadticos podem ser aplicados para desenvolver
“regras de teste” para determinar quando uma amostra de
paciente é “positiva” (isto &, indicativa de probabilidade
aumentada de ter cancer de ovario). Por exemplo, gquando a
expressao de HE4, CAl25, PLAU-R, glicodelina, Muc-1 e PAI-1
& detectada, o teste de triagem é considerado positivo se
(1) quaisquer trés de HE4, cA125, glicodelina, PAI-1 e

PLAU-R forem positivos (isto €&, superexpressos) ou se (2)
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HE4 e CAl25 forem ambos superexpressos; de outro modo, O
teste é& considerado negativo. Em um exemplo adicional, o
teste é considerado positivo se (1) quaisquer trés entre
HE4, CAl125, glicodelina, MMP-7 e PLAU-R forem positivos

(isto &, superexpressos) ou se (2) HE4 for superexpresso e

também: qualquer um entre CAl25, glicodelina, MMP-7 ou PLAU-

R for positivo; de outro modo, o teste é considerado
negativo. Uma pessoa versada na técnica reconhecera que
varias das tais regras de teste podem ser desenvolvidas e
aplicadas nos presentes métodos para identificar pacientes
com probabilidade aumentada de terem cancer de ovario como
regressdo logistica. Outros modelos matemdticos que podem
ser aplicados séao descritos em 2Zhou e outros (2002)
Statistical Methods in Diagnostic Medicine (Wiley, Nova
York), que é aqui incorporado a titulo de referéncia na
integra.

Em outros aspectos da invengdo, OS métodos para
diagnosticar cancer de ovario em uma paciente compreendem
obter uma amostra de corpo a partir de uma paciente,
contat;r a amostra do corpo com anticorpos dirigidos a uma
pluralidade de biomarcadores que sao seletivamente
superexpressos em cancer de ovario, e detectar ligagdo de
anticorpos para determinar seé OS biomarcadores sdo
superexpressos na amostra da paciente. Nos métodos de
diagnéstico da invengdo, a superexpressdo dos biomarcadores
é indicativa da presenca de céncer de ovario.

Ainda em outras modalidades da invenc¢ao, sdo
fornecidos métodos para avaliar a eficdcia de uma terapia
para tratar cancer de ovario em uma paciente. Tais métodos

compreendem, tipicamente, comparar o nivel de expressdo de
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uma pluralidade de biomarcadores da inveng¢do em uma
primeira amostra de corpo de paciente obtida antes da
iniciacdo de terapia com aquela a partir de uma segunda
amostra obtida apds administragdo de pelo menos uma porgao
da terapia. Um nivel de expressdo significativamente mais
baixo dos biomarcadores na segunda amostra da paciente em
relacdo Aaquele da primeira amostra obtida antes da
iniciacdo da terapia & uma indicagdo positiva da eficacia
da terapia para tratar cancer de ovadrio na paciente, ao
passo que um nivel de expressdo significativamente mais
elevado dos biomarcadores na segunda amostra é uma
indicacdo negativa da eficacia da terapia. Como utilizado
agqui, uma ‘“indicagao positiva da eficadcia da terapia”
significa que a terapia estd produzindo resultados
benéficos no tratamento de cancer de ovario (por exemplo,
regressio de tumor, etc.). Uma vindicacdo negativa da
eficiacia da terapia” pretende significar que a terapia nao
esti tendo efeitos benéficos com relacdo ao tratamento de
cincer de ovario. Uma indicagdo negativa da eficédcia do
tratamento especifico pode ser relacionada, por exemplo, a
dosagem. 'Em dosagens mais elevadas, a terapia pode ser
eficaz.

Uma pessoa versada na técnica reconhecerd que nesses
métodos o termo ‘“terapia” inclui qualquer terapia para
tratar cancer de ovario, incluindo, porém, nao limitado a
quimioterapia, terapia de radiacdo, remogdo cirGrgica do
tecido do tumor, terapia de gene e terapia bioldégica. Os
métodos da invencdo podem ser utilizados para avaliar uma
paciente antes, durante e apbés terapia para avaliar, por

exemplo, uma redugdo em carga do tumor.
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A invencdo prové adicionalmente um método de
monitoragao para avaliar a regressdo ou progressao de
cincer de ovario em uma paciente compreendendo detectar em
uma primeira amostra de paciente em um primeiro ponto de
tempo o nivel de expressdo de uma pluralidade de
biomarcadores- da invengdo, repetir essa andlise com uma
segunda amostra de paciente obtida em um ponto de tempo
posterior, e comparar o nivel de expressdo  dos

biomarcadores nos dois pontos de tempo. Um nivel de

‘expressdo significativamente mais elevado dos biomarcadores

na amostra do corpo da paciente no ponto de tempo posterior
indica que o céncer de ovario progrediu, ao passo que um
nivel de expressdo significativamente mais baixo é uma
indicacdo de que o céncer de ovario regrediu. Como
utilizado aqui, ‘regressdo de céancer de ovario” pretende
significar que a condicdo da paciente com relagdo ao cancer
de ovario melhorou, como caracterizado, por exemplo, pelo
tamanho diminuido do tumor. wprogressdo do cancer de
ovario” significa que a condigdo da paciente com relagdo ao
cancer de ovario piorou, como caracterizado, por exemplo,
por tamanho aumentado de tumor, metastase, etc. Os
significados dos termos vregressdo” e ‘“progressdo” com
relacdo aos estados de doenga serio entendidos por aqueles
versados na técnica.

Em certos aspectos da invengdo, a expressdo de
biomarcador é detectada no nivel de proteina utilizando
anticorpos. Os termos “anticorpo” e “anticorpos” abrangem,
em termos amplos, formas de ocorréncia natural de
anticorpos e anticorpos recombinantes como anticorpos de

cadeia Unica, anticorpos duiméricos e humanizados e
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anticorpos multi-especificos bem como fragmentos e
derivados de tudo acima, cujos fragmentos e derivados tém
pelo menos um sitio de ligagdo antigénico. Derivados de
anticorpo podem compreender uma proteina ou fragao quimica
conjugada com o anticorpo.

“Anticorpos” e “imunoglobulinas” (Igs) sdo
glicoproteinas tendo as mesmas caracteristicas estruturais.
Embora anticorpos apresentam especificidade de ligagdo a um
antigeno, imunoglobulinas incluem tanto anticorpos como
outras moléculas semelhantes a anticorpo dque ndo tém
especificidade de antigeno. Polipeptideos do tipo
mencionado por Gltimo s&do, por exemplo, produzidos em
niveis baixos pelo sistema de linfa e em niveis aumentados
por mielomas.

O termo “anticorpo” é utilizado no sentido mais amplo

e abrange anticorpos totalmente montados, fragmentos de

anticorpo que podem ligar antigeno (por exemplo, Fab’,

F’ (ab),, Fv, anticorpos de cadeia tnica, diacorpos), €
peptideos recombinantes compreendendo o acima.

O termo “anticorpo monoclonal”, como utilizado aqui,
se refere a um anticorpo obtido a partir de uma populagao
de anticorpos substancialmente homogéneos, isto &, os
anticorpos individuais compreendendo a populagdo sdo
idénticos exceto por mutagdes de ocorréncia natural,
possiveis que podem eétar presentes em quantidades menores.

“Fragmentos de anticorpo” compreendem uma porgdo de
um anticorpo intacto, preferivelmente a regido variavel ou
de ligacdo de antigeno do anticorpo intacto. Os exemplos de
fragmentos de anticorpo incluem Fab, Fab’, F{(ab’')2, e

fragmentos Fv; diacorpos; anticorpos lineares (Zapata e
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outros (1995) Protein Eng. 8 (10): 1057-1062) ; moléculas de
anticorpo de cadeia Unica; e anticorpos multi-especificos
formados a partir de fragmentos de anticorpo. Digestdo de
papaina de anticorpos produz dois fragmentos de ligagdo de

antigeno idénticos, denominados fragmentos “Fab”, cada com

~um sitio de ligacdo de antigeno Gnico, e um fragmento "“Fc”

residual, cujo nome reflete sua capacidade de cristalizar
35 prontamente. O tratamento com pepsina fornece um
fragmento F(ab’)2 que tem dois sitios de combinagdo de
antigeno e & ainda capaz de reticular antigeno.

wFv” & o fragmento de anticorpo minimo que contém um
sitio de ligacdo e reconhecimento de antigeno completo. Em
uma espécie Fv de duas cadeias, essa regido consiste em um
dimero de um dominio varidvel de uma cadeia pesada € uma
leve em associacdo ndo covalente justa. Em uma espécie Fv
de cadeia Gnica, um dominio variavel de cadeia pesada e um
de cadeia leve podem ser covalentemente ligados por ligador
de peptideo flexivel de tal modo que as cadeias, leve e
pesada, possam associar em uma estrutura “dimérica” andloga
aquela em uma espécie Fv de duas cadeias. E nessa
configuragdo que Os trés CDRs de cada dominio variavel
interagem para definir um sitio de ligacdo de antigeno na
superficie do dimero Vyg-V,. Coletivamente, OS seis CDRs
conferem especificidade de ligagdo de antigeno ao
anticorpo. Entretanto, mesmo um dominio varidvel unico (ou
metade de um Fv compreendendo somente trés CDRs especificos
para um antigeno) tem a capacidade de reconhecer e ligar
antigeno, embora em uma afinidade mais baixa do que O sitio
de ligacdo inteiro.

0 fragmento Fab também contém o dominio constante da
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cadeia leve e o primeiro dominio constante (Cyl) da cadeia
pesada. Fragmentos Fab diferem de fragmentos Fab’ pela
adicdo de alguns residuos no terminal cérbéxi do dominio
Cyl de cadeia pesada incluindo uma ou mais cisteinas a

partir da regido de articulacdo de anticorpo. Fab’-SH é a

- designacdo aqui . para Fab’ na qual of(s) residuo(s) de

cisteina dos dominios constantes contém um grupo de tiol
livre. Fragmentos de anticorpo F(ab’)2 eram originalmente
produzidos como pares de fragmentos Fab’ que tém cisteinas
de articulagdo entre oOs mesmos.

Anticorpos policlonais podem ser preparados pbr
imunizacdo de um sujeito apropriado (por exemplo, coelho,

cabra, camundongo ou outro mamifero) com um imundgeno de

‘proteina de biomarcador. O titulo de anticorpo no sujeito

imunizado pode ser monitorado com O passar do tempo por
técnicas padrdo, como com um ensaio imunossorvente ligado
por enzima (ELISA$ utilizando proteina de biomarcador
imobilizado. Em um momento apropriado apdés imunizagdo, por
exemplo, quando Os titulos de anticorpo sdo mais elevados,
células produtoras de anticorpo podem ser obtidas a partir
do sujeito e utilizadas para preparar anticorpos
monOclénais por técnicas padrdo, como a técnica de
hibridoma originalmente descrita por Kohler e Milstein
(1975) Nature 256:495-497, a técnica de hibridoma de célula
B humana (Kozbor e outros (1983) Immunol. Today 4:72), a
técnica de hibridoma-EBV (Cole e outros (1985) em
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, ed. Reisfeld e
Sell (Alan R. Liss, Inc., Nova York, NY), paginas 77-96) ou
técnicas de tiroma. A tecnologia para produzir hibridomas é

bem conhecida (vide genericamente Coligan e outros, eds.
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(1994) Current Protocols in Immunology (John Wiley & Sons,
Inc., Nova York, NY); Galfre e outros (1977) Nature
266:550-52; Kenneth (1980) em Monoclonal Antibodies: a new
dimension in Biological analyses (Plenum Publishing Corp.,
NY); e Lerner (1981) Yale J. Biol. Med., 54:387-402).

Uma alternativa para preparar hibridomas de secretar
anticorpo monoclonal, um anticorpo monoclonal pode ser
identificado e isolado por triagem de uma biblioteca de
imunoglobulinas combinatdria recombinante (por exemplo, uma
biblioteca de exibiqéo‘ de fagos de anticorpo) com uma
proteina de biomarcador para, desse modo, isolar membros da
piblioteca de imunoglobulina gque ligam a proteina de
biomarcador. Os kits para gerar e fazer triagem de
bibliotecas de exibicdo de fago sdo comercialmente
disponiveis (por exemplo, a Pharmacia Recombinant Phage
Antibody System, namero do catialogo 27-9400-01; e a
Stratagene SurfZAP9 Phage Display kit, namero do catalogo
240612) . Adicionalmente, os exemplos de métodos e reagentes
particularmente favoraveis para uso na geragdo e triagem de
biblioteca de exibig¢do de anticorpo podem ser encontrados,
por exemplo, na patente US nGmero 5,223,409; publicagdo de
PCT nUmeros WO 92/18619; WO 91/17271; WO .92/20791; WO
92/156%9; 93/01288; WO 92/01047; 92/09690; e 90/02809;
Fuchs ’e outros (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay e
outros (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85; Huse e
outros (1989) Science 246:1275-1281; Griffiths e outros
(1993) EMBO J. 12:725-734.

As composigdes da invencdo compreendem, ainda,
anticorpos monoclonais e variantes e fragmentos dos mesmos

que se ligam especificamente a proteinas de biomarcador de



10

15

20

25

30

53/124

interesse. Os anticorpos monoclonais podem ser rotulados
com uma substincia detectdvel como descrito abaixo, para
facilitar a deteccdo de proteina de biomarcador na amostra.
Tais anticorpos encontram uso na pratica dos métodos da

invencdo. Anticorpos monoclonais tendo as caracteristicas

de -ligagdo dos anticorpos revelados aqui sdo também

abrangidos pela presente invengdo. As composigdes
compreendem ainda variantes de 1ligagdo de antigeno e
fragmentos dos anticorpos monoclonais, linhagens de célula
de hibridoma produzindo esses anticorpos, € moléculas de
Acido nucléico isoladas codificando as sequéncias de
aminodcido desses anticorpos monoclonais.

Anticorpos tendo as caracteristicas de ligagdo de um
anticorpo monoclonal da invencdo sdo também fornecidos.
“Caracteristicas de ligagao” ou vespecificidade de
ligag¢do”, quando utilizados com referéncia a um anticorpo,
significam que o anticorpo reconhece epitopo antigénico
igual ou similar como um anticorpo de comparagdo. Os
exemplos de tais anticorpos incluem, por eéxemplo, um
anticorpo dque compete com um anticorpo monoclonal da
invencdo em um ensaio de ligagdo competitivo. Uma pessoa
versada na técnica poderia determinar seé um anticorpo
interfere, de forma competitiva, em outro anticorpo
utilizandé métodos padrdo.

Por “epitopo” se quer dizer a parte de uma molécula
antigénica na qual um anticorpo é produzido e a gqual o
anticorpo se ligara. Os epitopos podem compreender residuos
de aminodcido lineares (isto &, residuos dentro do epitopo
sio dispostos sequencialmente um apés o outro em um modo

linear), residuos de aminodcido, ndo lineares (mencionados
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aqui cqm& “epitopos ndo lineares”, esses epitopos ndo sdo
dispostos sequencialmente), ou residuos de aminoacido,
tanto lineares como ndo lineares. Tipicamente, epitopos sao
seqliiéncias de aminodcido curtas, por exemplo, comprimento

de aproximadamente cinco aminoacidos. Técnicas sistematicas

para identificar epitopos s&o conhecidas na arte e sdo

descritas, por exemplo, na patente US namero 4,708,871.
Resumidamente, um conjunto de oligopeptideos de
sobreposigdo derivados a partir do antigeno pode ser
sintetizado e ligado a um conjunto de fase s6lida de pinos,
com um oligopeptideo exclusivo em cada pino. O conjunto de
pinos pode compreender uma placa de microtitulo de 96
cavidades, permitindo dque uma pessoa ensaie todos os 96
oligopeptideos simultaneamente, por exemplo, para ligar-se
a um anticorpo monoclonal especifico de biomarcador.
Alternativamente, kits de biblioteca de peptideo de
exibicdo ~de fago (New England BioLabs) sdo atualmente
comercialmente disponiveis para mapeamento de epitopos.
Utilizando esses métodos, a afinidade de ligacdo para todo
subconjunto possivel de aminodcidos consecutivos pode ser
determinada para identificar o epitopo que um dado
anticorpo liga. Os epitopos podem ser identificados também
por inferéncia quando sequéncias de peptideo de comprimento
de epﬁtépo sio utilizados para imunizar animais a partir
dos qﬁéis anticorpos s3o obtidos. Epitopos podem ser
definidos também por cadeias laterais de carboidrato
presentes como oligossacarideos ligados por N ou ligados
por O, presentes em glicoproteinas.

Fragmentos de ligagdo de antigeno e variantes dos

anticorpos monoclonais revelados aqui sdo adicionalmente
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fornecidos. Tais variantes reterdo as propriedades de
ligacdd. desejadas do anticorpo de origem. Os métodos para
fazer fragmentos de anticorpo e variantes sdo genericamente
disponiveis na técnica. Por exemplo, variantes de seqiéncia
de aminoicidos de um anticorpo monoclonal descrito aqui,
podem - ser preparadas por -mutagdes na sequéncia. de DNA
clonada codificando o anticorpo de interesse. Os métodos
para altera¢des de sequéncia de nucleotideo e mutagénese
s3o bem conhecidos na arte. Vide, por exemplo, Walker e
Gaastra, eds. (1983) Techniques in Molecular Biology
(MacMillan Publishing Company, Nova York); Kunkel (1985)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488—492; Kunkel e outros
(1987) Methods Enzymol. 154:367-382; Sambrook, e outros,
(1989) Molecular Cloning: a laboratory Manual (Cold Spring
Harbor, Nova York); patente UsS ndmero 4,873,192; e as
referéncias citadas na mesma; aqui incorporados a titulo de
referéncia. Orientagdo com relacgao a substituig¢des
apropriadas de aminoacidos Que nio afetem a atividade
biolégica do polipeptideo de interesse pode ser encontrada
no modelo de Dayhoff e outros (1978) em Atlas of Protein
Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, D.C.) aqui incorporada a titulo de referéncia.
SubstituicBdes conservativas, como permutar um aminodcido
por outro tendo propriedades similares, podem  ser
preférﬁ@gs. Os exemplos de substituigdes conservativas
incluem, porém nao sdo limitadas a, Gly<=>Ala,
Val<=>Iie<=>Leu, Asp<=>Glu, Lys<=>Arg, Asn<=>Gln, e
Phe<=>Trp<=>Tyr.

Na construcdo de variantes do polipeptideo de

anticorpo de interesse, modificag¢des sdo feitas de tal modo
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que variantes continuem a possuir a atividade desejada,
isto &, afinidade de 1ligagdo similar ao biomarcador.
Obviamente, quaisquer muta¢des feitas no DNA codificando o
polipeptideo variantes ndo devem colocar a sequéncia fora
do quadro de leitura e preferivelmente ndo criardo regides
complementares que poderiam produzir estrutura de mRNA
secundaria. Vide a publicagdo do pedido de patente EP no.
75,444 .

Preferivelmente, variantes de um anticorpo
piomarcador de referéncia tém seqliiéncias de aminoacidos que
tém pelo menos 70% ou 75¢ de identidade de sequéncia,
preferivelmente pelo menos 80% ou 85% de identidade de
sequiéncia, mais preferivelmente pelo menos 90%, 91%, 92%,

de identidade de seqléncia com a sequéncia

(Ce)
w
o
(o)
[1-N
o
o]
c
(o)
(63]
o\°

de aminodcidos para a molécula de anticorpo de referéncia,
ou para uma porgao mais curta da molécula de anticorpo de
referéncia. Mais preferivelmente, as moléculas compartilham
pelo menos 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqliéncia.
para fins da presente invengdo, a percentagem de identidade
de sequéncia é determinada utilizando o algoritmo de busca
de homologia Smith-Waterman utilizando uma busca de gJap
afim com uma penalidade de abertura de gap de 12 e uma
penalidade de extensdo de gap de 2, matriz BLOSUM de 62. O
algoritmo de busca de homologia Smith-Waterman & revelado
om Smith e Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482-489. Uma
variante pode, por exemplo, diferir do anticorpo de
referéncia por td3o pouco gquanto 1 a 15 residuos de
aminoacidos, tdo pouco gquanto 1 a 10 residuos de
aminodcidos, como 6-10, tdo pouco quanto 5, tdo pouco

quanto 4, 3, 2 ou mesmo 1 residuo de aminoacido.
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Com relacdo ao alinhamento 6timo de duas sequiéncias
de aminodcidos, o segmento continuo da sequéncia de
aminodcido variante pode ter residuos de aminoacido
adicionais ou residuos de aminodcido deletados com relagédo

a seqliéncia de aminodcido de referéncia. O segmento

-continuo utilizado para comparagdao com a sequéncia de

aminodcidos de referéncia incluird pelo menos 20 residuos
de aminoacidos continuos, e pode ser 30, 40, 50 ou mais
residuos de aminodcidos. Corregdes para identidade de
sequéncia associada a substituicdes de residuo conservativo
ou gaps podem ser feitas (vide o algoritmo de busca de
homologia Smith-Waterman) .

Uma pessoa versada na técnica reconhecerd que a
otimiza¢do de reagentes e condic¢des, por exemplo, titulo de
anticorpo e pardmetros para detecgdo de 1ligagdo de
anticorpo de antigeno, €& necessaria para maximizar a razdo
de sinal para ruido para um anticorpo especifico.
Concentracdes de anticorpo que maximizam ligacdo especifica
aos biomarcadores da invengdo e minimizam ligag¢do nao
especifica (ou “de segundo plano”) serdo determinadas. Em
modalidades especificas, titulos de anticorpo apropriados
sio determinados testando inicialmente varias diluicgdes de
anticorpo em amostras de soro de paciente. O projeto de
ensaios para otimizar condigdes de deteccdo e titulo de
anticorpo & padrdo e compreendido nas capacidades de rotina
daqueles versados na técnica. Alguns anticorpos exigem
otimizacdo adicional para reduzir segundo plano e/ou
aumentar especificidade e sensibilidade.

Além disso, uma pessoa versada na técnica reconhecera

que a concentragdo de um anticorpo especifico utilizado
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para pdr em pratica os métodos da invengdo variara
dependendo de tais fatores como tempo para ligagdo, nivel
de eébécificidade do anticorpo para a proteina de
biomarcador, e método de preparagdo de amostra de corpo.

Além disso, quando miltiplos anticorpos sdo utilizados em

_uma Gnica amostra, a concentragdo exigida pode ser afetada

pela ordem na qual os anticorpos sdo aplicados a amostra,
isto &, simultaneamente como um coquetel ou sequencialmente
como reagentes de anticorpo individuais. Além disso, a
quimica de detecgao utilizada para visualizar ligagédo de
anticorpo a um biomarcador de interesse deve ser também
otimizada para produzir a razdo de sinal para ruildo,
desejada.

A deteccdo de 1ligagdo de anticorpo pode ser
facilitada por acoplar o anticorpo a uma substédncia
detectiavel. Os exemplos de substancias detectédveis incluem
varias enzimas, grupos prostéticos, materiais
fluorescentes, materiais juminescentes, materiais
bioluminescentes, e materiais radioativos. Os exemplos de
enzimas apropriadas incluem peroxidase da raiz forte,
fosfatase alcalina, B-galactosidade, ou acetil
colinesterase; oS exemplos de completos de grupos
prostéticos apropriados incluem estreptavidina/biotina e
avidina/biotina; os exemplos de materiais fluorescentes
apropriados incluem umbeliferona, fluoresceina,
isotioéi?nato de fluoresceina, rodamina, fluoresceina de
diclorotriazinil amina, cloreto de dansila ou ficoeritrina;
um exemplo de um material luminescente inclui luminol; os
exemplos de materiais bioluminescentes incluem luciferase,

luciferina, e aequorin; e exemplos de material radiocativo
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apropriado incluem '2°I, **'1, *°s ou °H.

Os anticorpos utilizados para pdr em pratica a
invencdo s3o selecionados para ter elevada especificidade
para as proteinas de biomarcador de interesse. Os métodos
para fazer anticorpos e para selecionar anticorpos
apropriados sdo conhecidos na técnica. Vide, por exemplo,
Celis, ed. (em impressdo) Cell Biology & Laboratory
Handbook, 3°* edicdo (Academic Press, Nova York), que é aqui
incorporado na integra a titulo de referéncia. Em algumas
modalidades, anticorpos comerciais dirigidos a proteinas de
biomarcador especificas podem ser utilizados para pbdr em
préatica a invencdo. Os anticorpos da invengdo podem ser
selecionados com base em coloragdo desejavel de amostras
citolégicas, em vez de histoldégicas. Isto &, em modalidades
especificas os anticorpos s3o selecionados com o tipo de
amostra final (isto &, amostras de soro) em mente e para
especificidade de ligacgao.

Em outras modalidades, a expressdo de um biomarcador
de interesse é detectada no nivel de dcido nucléico.
Técnicas baseadas em acido nucléico para avaliar expressdo
s3o bem conhecidas na técnica e incluem, por exemplo,
determinar o nivel de mRNA de biomarcador em uma amostra de
corpo. Muitos métodos de deteccdo de expressdo utilizam RNA
isolado. Qualquer técnica de isolamento de RNA qgque ndo
seleciona contra o isolamento de mRNA pode ser utilizada
para a purificagdo de RNA a partir de amostras de sOro
(vide, por exemplo, Ausubel e outros, ed., (1987-1999)
Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons,
Nova York)) . Adicionalmente, grandes nGmeros de amostras de

sangue, soro ou tecido podem ser prontamente processadas
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utilizando técnicas bem conhecidas por aqueles versados na
arte, como, por exemplo, o processo de isolamento de RNA de
etapa tUnica de Chomoczynski (1989, patente US numero
4,843,155) .

O termo “sonda” se refere a gqualquer molécula que

- seja capaz de seletivamente ligar-se a uma biomolécula

alvo, especificamente pretendida, por exemplo, um
transcrito de nucleotideo ou uma proteina codificada por ou
correspondendo a um biomarcador. Sondas podem  ser
csintetizadas por uma pessoa versada na técnica, ou
derivadas a partir de preparados biolégicos apropriados.
Sondas podem ser especificamente projetadas para serem
rotuladas. Os exemplos de moléculas que podem ser
utilizadas como sondas incluem, porém ndo sao limitadas a,
RNA, DNA, proteinas, anticorpos e moléculas orgénicas.

O mRNA isolado pode ser utilizado em ensalos de
hibridizacdo ou amplificagdo que incluem, porém ndo sdo
limitados a, andlises Southern ou Northern, andlises de
reacdo de cadeia de polimerase e conjuntos de sonda. Um
método para a detecgdo de niveis de mRNA envolve contatar o
mMRNA isolado com uma molécula de acido nucléico (sonda) que
pode hibridizar com o mRNA codificado pelo gene sendo
detectado. A sonda de acido nucléico pode ser, por exemplo,
um cDNA de comprimento total, ou uma porgdo da mesma, COmMO
um oligonucleotideo de pelo menos 7, 15, 30, 50, 100, 250
ou 500 nucleotideos em comprimento e suficiente para
especificamente hibridizar sob condig¢des rigorosas a um
mRNA bu DNA gendmico que codifica um biomarcador da
presente invengdo. A hibridizacdo de um mRNA com a sonda

indica que o biomarcador em questdo estd sendo expresso.
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Em uma modalidade, o mRNA & imobilizado em uma
superficie sélida e contatado com uma sonda, por exemplo,
passando o mRNA isolado em um gel agarose e transferindo o
mRNA %;partir do gel para uma membrana, COmMO nitrocelulose.
Em ﬁ&a modalidade alternativa, a(s) sonda (s) sao
imobilizada(s) em uma superficie sélida e o mRNA é
contatado com a(s) sonda(s), por exemplo, em um conjunto de
chips de gene Affymetrix. Um técnico especializado pode
prontamente adaptar métodos de deteccdo de mRNA conhecidos
para uso na déteccéo do nivel de mRNA codificado pelos
biomarcadores da presente invengdo.

Um método alternativo para determinar o nivel de mRNA
de Dbiomarcador em uma amostra envolve O processo de
amplificagdo de &cido nucléico, por exemplo, por RT-PCR (a
modalidade experimental exposta em Mullis, 1987, patente US
namero 4,683,202), reagdo de cadeia de 1ligase (Barany
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193), replicagdo
de sequéncia auto-sustentada (Guatelli e outros (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), sistema de
amplificagdo de transcricdo (Kwoh e outros (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 8é6: 1173-1177), Replicase Q-Beta
(Lizardi e outros (1988) Bio/Technology 6:1197), replicagado
de circulo de rolagem (Lizardi e outros, patente US nlamero
5,854,033) ou gqualquer outro método de amplificagdo de
dcido nucléico, seguido pela detecgado das moléculas
amplificadas utilizando técnicas bem conhecidas por aqueles
versados na arte. Esses esquemas de detecgdo sdo
especialﬁénte Gteis para a detecgdo de moléculas de &cido
nucléico se tais moléculas estiverem presentes em nameros

muito baixos. Em aspectos especificos da inveng¢ao, a
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expressdo de biomarcador & avaliada por RT-PCR fluorogénico
quantitativo (isto &, o Sistema TagMan®) . Tais métodos
utilizam, tipicamente, pares de iniciadores de
oligonucleotideo que sdo especificos para o biomarcador de
interg;se. Os métodos para projetar iniciadores de
oligonﬁcleotideo especificos para uma sequiéncia conhecida
sdo bem conhecidos na arte.

Niveis de expressdo de biomarcador de RNA podem ser
monitorados utilizando um blot de membrana (como utilizado
em analise de hibridizag¢do como Northern, Southern, de
pontos, e similar) ou microcavidades, tubos de amostra,
géis, contas ou fibras (ou qualquer suporte sdélido
compreendendo &cidos nucléicos ligados). Vide as patentes
US nGmeros 5,770,722, 5,874,219, 5,744,305, 5,677,195 e
5,445,934, que sao incorporadas aqui a titulo de
referéncia. A deteccgdo de expressdo de biomarcador também
pode compreender O USO de sondas de A&acido nucléico em
solugdo.

Em uma modalidade da invengao, microconjuntos sao
utilizados para detectar expressao de biomarcador.
Microconjuntos sdo particularmente bem adequados para essa
finalidade devido & «capacidade de reprodugdo entre
diferentes experimentos. Microconjuntos de DNA fornecem um
método para a medigao simultanea dos niveis de expressdo de
grandes nGmeros de gdenes. Cada conjunto consiste em um
padrdo reproduzivel de sondas de captura ligadas a um
suporte sdélido. DNA ou RNA rotulado é hibridizado com
sondasgc?mplementares no conjunto e, entdo, detectado por
varredﬁré. laser. Intensidades de hibridizagdo para cada

sonda no conjunto sd3o determinadas e convertidas em um
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valor quantitativo que representa niveis de expressdo de
gene relativos. vide as patentes US numeros 6,040,138,
5,800,992 e 6,020,135, 6,033,860 e 6,344,316, que sdo
incorporadas aqui a titulo de referéncia. Conjuntos de
oligonucleotideo de alta densidade sd3o particularmente
Gteis éara determinar o perfil de expressdo de gene para um
grande nimero de RNA’s em uma amostra.

Técnicas para a sintese desses conjuntos utilizando
métodos de sintese mecédnica sdo descritas, por exemplo, na
patente US nlGmero 5,384,261, incorporada aqui a titulo de
referéncia na integra para todas as finalidades. Embora uma
superficie de conjunto plana seja preferida, o conjunto
pode ser fabricado em uma superficie virtualmente de
qualquer formato ou mesmo uma multiplicidade de
superficies. Os conjuntos podem ser peptideos ou acidos
nucléicos em contas, géis, superficies poliméricas, fibras
como fibra 6ética, vidro ou qualquer outro substrato
apropriado, vide as patentes US ntmeros 5,770,358,
5,789,162, 5,708,153, 6,040,193 e 5,800,992, cada uma das
guais é incorporada pelo presente na integra para todas as
finalidades. Os conjuntos podem ser embalados de tal modo a
permitir diagndéstico ou outra manipulagdo de um dispositivo
totalmente incluso. Vide, por exemplo, as patentes US
nGmeros 5,856,174 e 5,992,591, aqui incorporadas a titulo
de referéncia.

Em uma abordagem, mRNA total isolado a partir da
amostra é convertido em cRNA rotulado e entdo hibridizado
com um conjunto de oligonucleotideos. Cada amostra é
hibridiz;aa com um conjunto separado. Niveis de transcrito

relativos podem ser calculados por referéncia a controles
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apropriados presentes no conjunto e na amostra.

Kits para pdr em pratica os métodos de triagem e
diagnéstico da invengdo sao adicionalmente fornecidos. Por
“kit” se quer dizer qualquer fabricacdo (por exemplo, uma
embalagem ou um recipienté) compreendendo pelo menos um
reagenge,i por exemplo, um anticorpo, uma sonda de acido
nucléiéo; etc., para detectar especificamente a expressao
de um biomarcador da invencgdo. O kit pode ser promovido,
distribuido ou vendido como uma unidade para executar oOs
métodos da presente_invengéo. Adicionalmente, os kits podem
conter uma insergdo de embalagem descrevendo o kit e
métodos para seu uso.

Em modalidades especificas, kits para uso em métodos
de triagem para identificar pacientes com probabilidade
aumentada de terem céncer de ovario compreendem uma
pluralidade de anticorpos dirigidos a proteinas de
biomarcador de interesse, particularmente onde os
biomarcadores sdo selecionados a partir do grupo que
corisiste em HE4, CAl25, glicodelina, MMP-7, Muc-1, PAI-1,
CTHRC1l, inibina A, PLAU-R, prolactina, KLK-10, KLK-6, SLPI,
e alfa-1 antitripsina. Produtos quimicos para a detecgdo de
ligacdo de anticorpo ao biomarcador também podem ser
incluidos no kit. Outros reagentes para detectar expressdo
de biomarcadores utilizando anticorpos em uma ELISA ou
formato de imunoensaio baseado em conta multiplex podem ser
adicionalmente incluidos em um kit da inveng¢do. Em outras
modalidades, kits para uso nos métodos de triagem revelados
aqui compreendem sondas de acido nucléico para a detecgao
de exggesséo de uma pluralidade de biomarcadores de

interesse em uma amostra de corpo, particularmente onde oOs
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biomarcadores si3o selecionados a partir do grupo que
consiste em HE4, CAl125, glicodelina, MMP-7, Muc-1, PAI-1,
CTHRC1, inibina A, PLAU-R, prolactina, KLK-10, KLK-6, SLPI,
e alfa-1 antitripsina.

Em certos aspectos da invenc¢do, sao fornecidos kits

~para executar o método de triagem de duas etapas para

identifigar pacientes com probabilidade aumentada de terem
cancer de ovario. Kits podem ser projetados para executar o
método de triagem de duas etapas como dois testes
separados..Tais kits incluem reagentes para executar uma
Gnica etapa de ensaio (isto &, a primeira ou segunda etapa
de ensaio). Em outras modalidades, os Kkits compreendem
reagentes de modo que O método de duas etapas pode ser
executado como um teste Gnico (isto €&, incluem reagentes
tanto para a primeira como segunda etapa de ensaio). Além
disso, kits abrangidos pela invencdo encontram uso em pdr
em pratica o método de triagem de etapa Unica descrito
acima. Os kits podem compreender ainda descrigdes de
algoritmos ou modelos matematicos a serem aplicados com OS
métodos de triagem de uma etapa ou duas etapas, bem como
plataformas automatizadas que implementam os
algoritmos/modelos matemidticos com pouca ou nenhuma
intervenqéé humana. Os kits podem ser adicionalmente
fornecidos de tal modo que cada etapa no método de duas
etapas seja executada em um modo automatizado, semi-
automatizado ou manual.

Kits para diagnosticar cancer de ovario também sdo
fornecidos. Tais kits podem incluir anticorpos ou sondas de
dcido nucléico que sdo especificos para deteccdo de uma

pluralidade de biomarcadores que sdo seletivamente

1
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superexpressos em céancer de ovario, mais particularmente
HE4, CAl25, glicodelina, MMP-7, Muc-1, PAI-1, CTHRC1,
inibina A, PLAU-R, prolactina, KLK-10, KLK-6, SLPI, e alfa-
1 antitripsina.

Uma pessoa versada na técnica reconhecerd ainda que
gualqguer uma ou todas as etapas nos métodos de triagem e
diagnéstico da invencgédo poderia ser implementada por
pessoal . ou alternativamente, executada em um modo
automatizado. Isto &, os métodos podem ser executados em um
modo automatizado, semi-automatizado ou manual. Além disso,
os métodos revelados aqui podem ser também combinados com
outros métodos conhecidos ou posteriormente desenvolvidos
para permitir ﬁma identificacdo mais precisa de pacientes
com probabilidade aumentada de terem cdncer de ovario ou um
diagndstico mais seguro de cancer de ovario.

0 artigo “um” e ‘“uma” & agqui utilizado para se

referir a um ou mais de um (isto &, pelo menos um) do

objeto gramatical do artigo. Como exemplo, “um elemento”
significa um ou mais elementos.

Em todo relatdério descritivo a palavra
“compreendendo” ou variagdes como vcompreende” ou “que
compreende” serdo entendidas como envolvendo a inclusao de
um elemento mencionado, ndmero inteiro ou etapa, ou grupo
de elementos, numeros inteiros ou etapas, 'porém ndo a
exclusdo de qualquer outro elemento, nimero inteiro ou
etapa, ou grupo de elementos, naimeros inteiros ou etapas.

Os seguintes exemplos s3o oferecidos como ilustragao
e nio como limitagao:

EXPERIMENTAL

Exemglo 1: Método exemplar para coleta de sangue,

el
K g
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processamento de sangue em SOro, condicdes de armazenagem

de soro e condicgdes de transporte de soro

Coleta de sangue

Uma quantidade suficiente de sangue foi tirada por
venopuntura em tubos de coleta com topo vermelho Vacutainer
da  Becton Dickinson ndo contendo aditivo (nGmero do
catdlogo 366430). O namero de lote do tubo de coleta de
sangue}ﬁoi registrado. Sangue integral ndo foi refrigerado
ou conéelado. O processamento do sangue integral em soro
comecou imediatamente apds coleta do sangue.

Procedimento de preparag¢do de Soro

Tubos de coleta de sangue foram colocados
verticalmente em uma prateleira e armazenados em
temperatura ambiente. O sangue foi deixado coagular por um
periodo minimo de 60 minutos e maximo de 90 minutos a
partir do momento de coleta. Sangue foi totalmente
coagulado antes da centrifugagdo. O tempo necessario para
coagulagdo completa para cada amostra foi registrado.

Apbés coagulagdo total do sangue, as amostras foram
centrifugadas em 1300xg por 10 minutos utilizando um rotor
de centrifuga de cabega oscilante ou dngulo fixo. Os tubos
foram cuidadosamente removidos a partir da centrifuga para
evitar perturbar as hemdcias no fundo.

O tampo foi retirado de cada tubo sem perturbar a
pelota de células. O soro de cada doador foi combinado em
um tubo rotulado utilizando uma pipeta de transferéncia
descartavel sem perturbar a camada de células ou permitir a
entrada de quaisquer células na pipeta. Se as células forem
perturbadas durante transferéncia, as amostras foram re-

centrifugadas como descrito acima.
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Amostras de soro de cada doador foram misturadas
invertendo suavemente o tubo cinco vezes. Aliquotas de um
mlL foram colocadas em tubos rotulados e congeladas a -20°C:
até -80°C. Soro nio foi armazenado em temperatura ambiente

por mais de duas horas ou em 2-8°C por mais de oito horas

— antes do congelamento.

Exemplo 2: Estudo de selegdo de biomarcador de ovario

- anilise; de biomarcador individual

A finalidade do estudo de selegdo de biomarcador foi
de avaliar a utilidade clinica inicial de um conjunto de
quatorze biomarcadores candidatos de cidncer de ovario. A
premissa do estudo era ser ‘capaz de identificar e
quantificar a quantidade de cada biomarcador no soro de um
paciente. A expressdo de proteina de biomarcador em
amostras de soro foi detectada utilizando anticorpos
especificos de biomarcador comerciais ou novos em um
formato de ELISA. Quatorze biomarcadores alvo foram
analisados, conforme descrito abaixo na Tabela 1:

Tabela 1. Marcadores Candidatos

HE4 CAl125

SLPI B , Glicodelina

KLK6 MMP7

KLK10 o |PLAU-R

CTHRC1 Inibina

PAI-1 . - |Prolactina

MUC1 Alfa-1 antitripsina

Popula¢do alvo e demografia do estudo
Em avaliacdes desse tipo, é essencial que as amostras
testadas sejam representativas da populagédo clinica, alvo,

e que controles normais sejam casados demograficamente. Um
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total de 900 amostras de soro de pacientes foi analisado
nesse estudo. 200 das amostras eram de pacientes com cancer
no ovario em varios estagios da doenga (isto €&, as 200
amostras foram divididas uniformemente entre amostras de
cancer de ovario estdgio 1, 2, 3). Um total de 500 soros
normais foi utilizado no estudo. 104 das amostras de soro
normal eram de mulheres pds-menopausa (definido como
mulheres com mais de 55 anos de idades para o presente
estudo) para estabelecer os niveis de linha de base de cada
A

biomarcador e calcular os valores cut-off limite
apropriados. As 396 amostras de soro normais restantes
foram divididas uniformemente entre mulheres pré-menopausa
com menos de 55 anos de idade e mulheres pds-menopausa com
mais de 55 anos de idade. Essa distribuicdo permitiu a
pesdquisa de quaisquer distribuigdes de pacientes
relacionadas & idade ou hormbnio. As 200 amostras restantes
no estudo foram coletadas a partir de doadores com varias
condi¢des/doengas, como descrito acima (isto &, “condigdes
interferentes” ou “patologias interferentes”). A inclusao
dessas amostras permitiu a analise de quaisquer patologias
interferentes que podem afetar o desempenho de biomarcador
individual. Os sumdrios das populagdes de pacientes
analisadas e demografia de estudo s3o fornecidos nas
tabelas 2-4.

Tabela 2: Demografia de casos de amostra no estudo

Caracteristicas Cancer de Estudo de Patologias Limite de
ovario normais interferente normais

S
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Namero total de
amostras 200 396 200 104

Idade em diagnéstico

(anos)
Média (padrao) 55,5(11,5) 55,3(9,7) 57,0(18,3) 63,0(6,9)
“|[faixa 19-81 40-84 20-97 41-80

Distribuigdo de grupo

de idade

<=55 100 (50%)|201 (50,8%) 92 (46%) 2 (1,9%)
>55 100 (50%)A 195 (49,2%) 108 (54%) 102 (98,1%)
Raga, n

Americano-africano 10 (5%) 3 (1%) 12 (6%) 0
Caucasiano 183 (92%) 389 (99%) 185 (92,5%) | 98 (100%)
Outras 6 (3%) 1 (<1%) 3 (1,5%) 0
ausente 1 _ 3 0 6

Tabela 3: Caracteristicas clinicas de pacientes com céncer

de ovario em estudo

Freqiiéncia Percentagem

estdgio de Cancer de ovario, n 200

1 67 33,5%
2 66 33%
3 67 33,5%
Classificacdo histolégica, n 197

Célula clara 10 5%
Endometridide 39 19%
Seroso 23 12%
Com mucina 36 18%
Adenocarcinoma 49 25%
Papilar 25 13%
Ndo classificado 13 7%




Sarcoma estromal

71/124

2

1%

Tabela 4: Distribuigdo de substancias/patologias

interferentes
Categoria NGmero Percentagem

Hormonal 1° trimestre gravidez 10 5,0
1 Pilulas contraceptivas 5 2,5

Terapia de reposigdo hormonal 9 4,5

Menstruagao 9 4,5

Cancer Cancer de mama 27 13,5
Cancer de cbélon 15 7,5

Cancer retal 2 1,0

Mieloma mialtiplo 1 0,5

vascular Doenca de artéria coronaria 9 4,5
Trombose de veia profunda 1 0,5

Tratamento com warfarin 15 7,5

Metabdlica Diabetes 10 5,0
Hepatite crdnica 10 5,0

Gin Endometriose 25 12,5
Cistos de ovario/policistico 10 5,0

Inflamatério Polimialgia 10 5,0
Polimiosite 3 1,5

Artrite reumatdide 27 13,5

SLE 2 1,0

Descricdo geral de andlise de automacdo e validagdo para o
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estudo

Todas as 900 amostras de soro foram processadas em
duplicata para cada um dos 14 marcadores. Um sistema de
ensaio automatizado com rastreamento de cdédigo de barras

foi utilizado na geragdo dos dados de selecdo de marcador.

- Os ensaios feitos nesse estudo de selegdo de marcador foram

todos concluidos wutilizando um manipulador de ligquido
robético automatizado Tecan Evo. O uso dessa plataforma
permitiu que todas as 900 amostras fossem processadas para
cada marcador em um curso experimental dnico (um curso por
dia) . ﬁ precisdo da plataforma automatizada foi verificada
antes do processamento de quaisquer amostras de estudo.
Todos os ensaios ELISA foram processados para esse
estudo utilizando uma solugdo tamponada como O diluente

para a curva padrdo. Isso foi feito para padronizar, tanto

guanto possivel, os protocolos para cada um dos ensaios.

Os soros normais utilizados nesse estudo foram
obtidos a partir de centros de coleta de sangue da
comunidade em conformidade com costumes IRB locais. Embora
esses soros possam ser considerados ‘normais’, deve ser
observado que esses doadores ndo foram classificados por um
profissional médico para confirmar seu estado normal ou
livre de doenga.

Detecgdo de qgg;essao de HE4 em amostras de soro (um

exemplo representativo)

Materiais e métodos

A. Revestimento de placas de ensaios:

Placas com 96 cavidades ELISA foram revestidas com
100 pl/cavidade do anticorpo primdrio, monoclonal anti-HE4

90,1 #6, em 2 ug/ml em PBS, a seguir as placas foram
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incubadas a 4°C durante a noite. No dia seguinte, as placas
foram lavadas com PBS, a seguir 250 pg/cavidade de PBS-3%
BSA foi adicionado a todas as cavidades, e as placas foram
incubadas por 2 horas em 30°C. As placas foram entdo
esvaziadas e secas em um forno sob Vvacuo por 2 horas em
temperatura ambiente. Entdo foram vedadas a calor dentro de
um saco de folha mylar juntamente com um pacote dessecante
e armazenadas a 4°C até ser utilizada em um ensaio.

B. Métodos de ensaio

Os sacos de folha contendo as placas de ensaio foram
aquecigos até a temperatura ambiente imediatamente antes do
uso no‘e%saio. As amostras de soro foram diluidas 1:4 em
PRS-soro bovino 1% - 0,05% Tween 20-1 mg/ml de IgG de
Camundongo. A proteina de antigeno de HE4 foi diluida a 100
ng/ml, a seguir diluida em série duas vezes em PBS-1% de
soro bovino - 0,05% Tween 20 - 1 mg/ml de IgG de
camundongo, entdo todas as amostras de curva padrdo
individuais foram adicionalmente diluidas 1:4 no tampdo de
modo que seriam diluidas iguais as amostras de soro.

As amostras de soro diluidas e amostras de curva
padrdo foram adicionadas 4s placas de ensaio revestidas com
anti-HE4 em volumes de 100 pl/cavidade. A seguir as placas
foram incubadas por 2 horas a 30°C. As placas foram lavadas
a seéguir 5x com 250ul/cavidade de PBS-0,05% Tween 20.

(0] anticorpo secundario, monoclonal anti-HE4
71,1%#1,13-HRP, foi diluido 1:16,000 em PBS-1% IgG bovino-
0,05% Tween 20- 1 mg/ml de IgG de camundongo. A solugdo de
anticorpo secunddria foi entdo adicionada as placas

aspiradas em volumes de 100 pl/cavidade. As placas foram

incubadas por 1 hora a 30°C.
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. As placas foram lavadas 5x com 250ul/cavidade de PBS-
0,05% Tween 20. A solugdo de revelagdo, TMB (3,3",5,5"-
tetrametil benzidina) foi aquecida & temperatura ambiente
antes do uso, e entdo a TMB foi adicionada as placas
aspiradas em volumes de 100 pnl/cavidade.

- As placas foram incubadas por 10 minutos em
temperatura ambiente e entdo a solucdo de Parar, 2N H;SO4,
foi adicionada as placas (contendo o TMB) em volumes de 100
pnl/cavidade.

As placas foram incubadas por 10 minutos em
temperatura ambiente, e entio foram lidas na leitora de
placa %SpectraMax' da Molecular Devices a 450 nm, com um
comprimento de onda de referéncia de 650 nm, utilizando
software SoftMax Pro.

0s dados foram salvos como arquivos SoftMax Pro, e
também exportados como arquivos de texto para uso com MS
Excel.

Controles: soro utilizado como o Controle elevado:
Uniglobe #72372

Soro utilizado como o Controle baixo: Uniglobe #72404

controle de tampdo utilizado foi PBS-1% de soro
bovino - 0,05% Tween 1 mg/ml de IG de camundongoe

Os CV’'s para os controles através de todas as 25
placas sdo resumidos na tabela 5.

Tabela 5: Os CV's para os controles através de todas

‘as 25 placas

% de CV de ponto por ponto padrdes através de todas as 25

C]

placas

ng/ml - DE médio SD _ Cv%

100 2,614 0,145 5,6
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50 1,681 0,101 6,0
25 0,931 0,075 8,1
12,5 0,510 0,043 ‘ 8,4
6,25 0,263 0,027 10,4
3,13 0,139 0,014 10,0
1,56 | 0,076 0,008 10,5
0,78 0,044 0,012 27,6

Resultados (curvas padrdo)

Uma curva padrdo para HE4 foi preparada diluindo a
proteina HE4 em PBS/1% de soro bovino/0,05% Tween 20-1
mg/mL de IgG de camundongo. A preparagdo de tais curvas
padrdo é bem conhecida na técnica. Curvas padrdao e Os
niveis ou concentragdes dos biomarcadores em todas as
amostras de soro foram produzidos para OS biomarcadores
restantes, essencialmente como descrito acima para HE4, com
variacdes que poderiam ser apreciadas e implementadas por
uma pessoa versada na técnica. Faixas de curva padrdo e
equagdes de ajuste de curva para os biomarcadores
analisados (isto &, HE4, glicodelina, SPLI, PLAU-R, MUC-1,
PAI-1, MMP-7, inibina, CAl25, CTHRC1l, KLK-6, KLK-10, alfa-1
antitripsina, e prolactina) sao apresentadas abaixo:

HE4

Faixa experimental de curva padrdo = 0,78 ng/ml a
100 ng/ml, em diluigdes seriais em duas vezes

ajuste de curva = polindmio de terceira ordem, y =
_1E-07x® - 0,0001x* + 0,0402x + 0,0157; R® = 0,9999

As amostras de curva padrdo e as amostras de soro
foram entdo ambas diluidas 1:4 para conduzir o ensaio; uma
vez que tanto as amostras de soro como as amostras de curva

padrdo foram diluidas do mesmo modo ndo houve necessidade
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de utilizar um fator de diluigdo durante andlise de dados
para determinar as concentragdes das amostras desconhecidas
de soro.

Glicodelina

Faixa experimental de curva padrdo = 3 ng/ml a 100
ng/ml, em diluigdes seriais em duas vezes

ajuste de curva = quadratica, y = -0,0003%x> +
0,0478x + 0,0952; R® = 0,9851

as amostras de soro foram conduzidas no ensaio nao
diluidas, de modo que nenhum fator de diluigdo foi
utilizado na andlise de dados.

SPLI

Faixa experimental de curva padrdo = 2,38 ng/ml a
305 ng/ml, em diluigdes seriais em duas vezes

ajuste de curva = polinémio de terceira ordem, y =
_7E-05%> - 7E-05%x° + o,d237x + 0,039; R®> = 0,9997

As amostras de soro foram diluidas 1:6,1 em uma
etapa inicial da técnica de preparagao automatizada de
amostra. A seguir aquelas amostras de soro diluidas foram
adicionalmente diluidas 1:6,6 em outra etapa automatizada
para obter uma diluicdo total de 1:40. Aquelas amostras
diluidas 1:40 foram entdo conduzidas no ensaio.

As amostras de curva padrdo foram preparadas nas
concentracdes mencionadas acima (faixa experimental), a
seguir aquelas amostras de curva padrdo foram todas
adicionalmente diluidas 1:6,1, € aquelas amostras diluidas
1:6,1 foram entdo conduzidas no ensaio.

Uma vez que havia uma discrepancia entre a diluigao
das amostras de soro (1:40) em comparagao com a diluicgdo

das amostras de curva padrdao (1:6,1), todos os valores de
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concentracdo de amostra de soro obtidos a partir da curva
padrido foram multiplicados por um fator de diluigdo de
“¢,6” para corrigir a discrepdancia (1:40 = 1:6,1 x 1:6,6).

UPar (PLAU-R)

Faixa experimental de curva padrdo = 62,5 pg/ml a

4000 pg/ml, em diluigdes seriais em duas vezes.

ajuste de curva = linear, y = 0,0006x + 0,0522; R?
= 0,9977

As amostras de soro foram diluidas 1:6 em uma etapa
inicial da técnica de preparagao automatizada de amostra. A
seguir aquelas amostras de sSOro diluidas foram
adicionalmente diluidas 1:3 em outra etapa automatizada
para ?bter uma diluicdo total de 1:18. Aquelas amostras
diluidas 1:18 foram entdo conduzidas no ensaio.

As amostras de curva padrdo foram preparadas nas
concentra¢des mencionadas acima (faixa experimental), a
seguir aquelas amostras de curva padrdo foram todas
adicionalmente diluidas 1:3, e aquelas amostras diluidas
1.3 foram entdo conduzidas no ensaio.

Uma vez que havia uma discrepancia entre a diluigédo
das amostras de soro (1:18) em comparagdo com a diluigdo
das amostras de curva padrdo (1:3), todos os valores de
concentracdo de amostra de sOro obtidos a partir da curva
padrdo foram multiplicados por um fator de diluigdo de "“6”
para corrigir a discrepéncia (1:18 = 1:3 x 1:6).

MUC-1

Faixa experimental de curva padrdo = 0,3 U/ml a 600
U/ml, em diluigdes seriais em trés vezes

ajuste de curva = polindmio de terceira ordem, y =

3E-07x3 - 0,0001x* + 0,0236x + 0,0371;
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R’ = 1,0
as amostras de curva padrdo e as amostras de soro
foram entdo ambas diluidas 1:2 para conduzir o ensaio; uma
vez que tanto as amostras de soro como as amostras de curva
padrdo foram diluidas do mesmo modo ndo houve necessidade
de-utilizar um fator de diluigdo durante anidlise de dados
para determinar as concentracdes das amostras de SOro
desconhecidas.
PAI-1
Faixa experimental de curva padrao = 0,78 ng/ml a
100 ng/ml, em diluicdes seriais em duas vezes
ajuste de curva = linear, Yy = 0,0139x + 0,0151; R?
= 0,9996
4. as amostras de curva padrdo e as amostras de soro
foram entdo ambas diluidas 1:4 para conduzir o ensaio; uma
vez que tanto as amostras de SOro como as amostras de curva
padrao foram diluidas do mesmo modo ndo houve necessidade

de utilizar um fator de diluigdo durante anidlise de dados

para determinar as concentracdes das amostras de soro

desconhecidas.

MMP -7

. Faixa experimental de curva padréao = 0,16 ng/ml a
20 ng/ml, em diluicgdes seriais em duas vezes
ajuste de curva = polinémio de terceira ordem, y =
0,0001x> - 0,0046x> + 0,1578x + 0,0936; R® = 0,9999
as amostras de curva padrdo e as amostras de soro
foram ent3o ambas diluidas 1:1 para conduzir o ensaio; uma
vez que tanto as amostras de soro como as amostras de curva

padrdo foram diluidas do mesmo modo ndo houve necessidade

de utilizar um fator de diluigdo durante anidlise de dados
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para determinar as concentracdes das amostras de SOro
desconhecidas.
Inibina

Faixa experimental de curva padrdo = 10 pg/ml a
1000 pg/ml, diluigdes seriais em duas vezes

ajuste de curva = linear, y = 0,0007x + 0,0136; R?
= 0,9997

as amostras de curva padrdo e as amostras de soOro
foram entdo ambas diluidas 1:3 para conduzir o ensaio; uma
vez que tanto as amostras de soro como as amostras de curva
padrdo foram diluidas do mesmo modo ndo houve necessidade
de utilizar um fator de diluigdo durante andlise de dados
para determinar as concentracdes das amostras de sOro
desconhecidas.

¢A125

Faixa experimental de curva padrdo = 15U/ml a 400
U/ml, diluig¢des seriais em duas vezes

ajuste de curva = linear, y = 0,0021x + 0,0892; R?
= 0,9986

as amostras de soro foram conduzidas no ensaio nao
diluidas, assim nenhum fator de diluicdo foi utilizado na
anidlise de dados.

CTHRC1

Faixa experimental de curva padrdo = 0,78 ng/ml a
100 ng/ml, em diluigdes seriais em duas vezes

Ajuste de curva = linear; y = 0,0261x + 0,042; R? =
0,9991

| as amostras de curva padrdo e as amostras de soro

foram entdo ambas diluidas 1:2 para conduzir o ensaio; uma

vez que tanto as amostras de soro como as amostras de curva
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padrdo foram diluidas do mesmo modo ndo houve necessidade
de utilizar um fator de diluig¢do durante andlise de dados
para determinar as concentracdes das amostras de sOro
desconhecidas.
KLK-6
Faixa experimental de curva padrdo = 0,78 ng/ml a
100 ng/ml, em diluigdes seriais em duas vezes
ajuste de curva = polindmio de terceira ordem, y =
~4E-07%X> + 0,0001x* + 0,0133x + 0,0662;
R = 1,0
as amostras de curva padrdo e as amostras de soro
foram entdo ambas diluidas 1:1 para conduzir o ensaio; uma
vez que tanto as amostras de sSOro como as amostras de curva
padrdo foram diluidas do mesmo modo ndo houve necessidade
de utilizar um fator de diluigdo durante andlise de dados
para ﬁeterminar as concentracdes das amostras de sSoro
desconhecidas.
KLK-10
Faixa experimental de curva padrdo = 1 ng/ml a 80
ng/ml, em diluigdes seriais em duas vezes
ajuste de curva = linear; y = 0,0758x - 0,0312; R’
= 0,9976
as amostras de curva padrdo e as amostras de soro
foram entdo ambas diluidas 1:4 para conduzir o ensaio; uma
vez que tanto as amostras de soro como as amostras de curva
padrdo foram diluidas do mesmo modo ndo houve necessidade
de utilizar um fator de diluigd@o durante andlise de dados
para determinar as concentracdes das amostras de soro
desconhecidas.

Alfa 1 antitripsina
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Faixa experimental de curva padrdo = 3,3 ng/ml a 90
ng/ml, em diluigdes seriais em duas vezes

ajuste de curva = quadratico, y = -0,0002x> +
0,0412x + 0,0592; R?® = 0,9997

As amostras de soro foram diluidas 1:250,000, e
entdo aquelas amostras diluidas foram- conduzidas no ensaio.
As amostras de curva padrdo foram diluidas em série como
mencionado acima (faixa experimental) e entdo aquelas
amostras foram conduzidas no ensaio.

Uma vez que houve uma discrepancia entre a diluigdo
das amostras de soro (1:250,000) em comparagdao com a
diluicdo das amostras de curva padrdo (ndo diluida além das
diluicdes seriais), todos os valores de concentragdo de
amostra de soro obtidos a partir da curva padrdo foram
multiplicados por um fator de diluicd3o de “250,000" para
corrigir a discrepdncia.

o
Prolactina

faixa experimental de curva padrdo = 2 ng/ml a 240
ng/ml, em diluigdes seriais em duas vezes

ajuste de curva = linear, y = 0,0049% + 0,0363; R’
= 0,9917

as amostras de curva padrdo e as amostras de soro
foram entdo ambas diluidas 1:5 para conduzir o ensaio; uma
vez que tanto as amostras de soro como as amostras de curva
padrio foram diluidas do mesmo modo ndo houve necessidade
de utilizar um fator de diluigdo durante analise de dados
para determinar as concentracdes das amostras de SOro
desconhecidas.

Resultados - desempenho individual de marcador

Entre os 500 casos normais utilizados no presente
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estudo, 104 casos normais foram utilizados como grupo de
controle para selecionar o ponto de corte limite. A Tabela
6 prové a média, desvio padrdo, faixa, média+2*padrdo,
média+3*padrdo baseado nesses 104 casos normais limite para

cada marcador. A Tabela 7 e Tabela 8 fornecem o desvio

médio  padrdo, faixa, média+2*padrdo em todos os casos

normais de estudo (396 casos) e com casos normais de estudo
a partir de pacientes acima de 55 anos de idade (195 ou
menos). Os desvios médio e padrdo foram muito similares
entre os casos de controle limite normais e os casos
normais de estudo para pacientes acima de 55 anos de idade
para cada biomarcador exceto para marcadores HE4 e Inibina.
Vide as Tabelas 6 e 8.

Tabela 6: Média e Padrdo de cada biomarcador em 105 casos

normais de controle

Variévealm N Média | Padrao Min Max Média + Média +|Melhor
&
1 :f Dev 2*pad  3*pad | Corte
HE4 | 104 1,7 0,91 0,5 6,6 3,5 4,4 2,2
CAl125 104 6,9 6,42 0,6 42,6 19,7 26,1 20
GLY 104 1,8 2,75 0,0 18,6 7,4 10,1 5
MMP 104 3,4 1,05 1,9 7,0 5,5 6,5 4
Mucl ‘104 12,5 10,71 0,1 51,8 33,9 44,6 12
PAI 104 74,8 24,92 16,4 143,2 124,7 95
CTRHC1 104 3,2 1,16 1,2 6,2 5,5 4
INH 104 0,6 2,80 0,0 26,9 6,2 9,0 2
Plau-R 104 1945,4| 534,03 [1056,00( 4248,0 3013,4 | 3547,5{2399,9
PROLAC 104 10,2 10,94 3,1 102,2 32,0 43,0 11
KLK10 104 0,8 0,51 0,3 2,3 1,8 0,9
KLK6 104 2,2 2>,39 0,3 16,3 7,0 9,4 5
SLPI 104 65,7 14,38 40,2 134,5 94,5 108,9 65
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Tabela 7: Média e Padrdo de cada biomarcador em 396 casos

normais de estudo

Variavel N Média Pad. Min Max Média + 2*pad
Dev
HE4 396 1,6 2,1 0,2 36,4 5,8%
|CA125 396 - 10,4 - 14,2 1,7 212,4 38,7%*
GLY 396 5,0 10,2 0,0 98,4 25,3%*
MMP 396 3,0 1,1 0,8 10,4 5,1
Mucl 396 8,3 8,2 0,0 52,1 24,7
PAT 396 73,2 28,0 18,8 145,77 129,2
CTRHC1 396 2,9 1,2 0,4 8,7 5,2
INH 360 11,3 28,1 0,0 265,4 67,5%*
PLAUR 396 2086,0 782,0 822,0 | 6384,00 3650
PROLAC 396 11,6 9,5 2,0 138,0 30,7
KLK10 396 0,9 0,4 0,2 2,5 1,7
KLK6 396 1,7 1,7 0,1 18,0 5,1
mSLPI ‘ 396 59{6 18,0 A 31,3 305,0 95,6

*os valores em casos normais foram muito diferentes dos valores

em casos normais de controle, o que significa que esses

marcadores poderiam ser sensiveis devido ao efeito de idade

Tabela 8: Média e padrdo de cada biomarcador em casos

normais de estudo (Pacientes acima de 55 anos de idade)

Pad
Variavel N Média Dev Min Max |Média + 2*pad
HE4 195 | 2,0 2,8 0,2 36,4 7,6%*
CAl125 194 10,6 5,6 2,3 35,7 21,9
GLY 195 1,7 2,3 0,0 24,8 6,3
MMP 195 3,2 1,2 0,8 10,4 5,6
Mucl 195 8,9 8,4 0,0 36,6 25,7
PAT 195 75,6 27,9 19,1 145,7 131,3
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CTRHC1 195 3,2 1,1 1,2 7,1 5,4
INH 177 5,2 26,6 0,0 265,4 58,5*%*
PLAUR 195 2209,5 752,1 1122,0 |5100,0 3713,7
PROLAC 195 10,8 11,1 2,0 138,0 32,9
KLK10 195 0,9 0,4 0,2 2,4 1,7
KLK6 195 1,8 2,0 0,1 18,0 5,7
SLPI 195 60,3 14,2 31,3 ] 126,9 88,6

* O desvio padrdo era maior nos casos normais de estudo do que
nos casos normais de controle para pacientes acima de 55 anos de
idade

** a média e desvio padrdo foram maiores nos casos normais de

estudo do que nos casos normais de controle para pacientes acima

de 55 anos de idade

Para cada marcador individual, a curva ROC foi

obtida. A curva ROC consiste somente dos 396 casos normais

e dos 200 casos de céancer de ovario. Os 104 casos normais

como controle e 200 casos de patologia/substancia

"‘-’»» (V:\\ ~ ] - = »
interféerente ndo foram incluidos nessa anadlise. As curvas

ROC para HE4, Inibina A, prolactina, PLAU-R, glicodelina,

SLPI, CTHRC1, PAI-1, KLK-10, CAl25, KLK-6, MUC-1 e MMP-7

sdo apresentados nas figuras 2-14, respectivamente.
amostras positivas e

Também, a percentagem de

negativas foi determinada para cada marcador por grupo de

idade, por estadgio de cancer, € por categoria de
patologia/substédncia interferente. Essas determinag¢des
foram baseadas em dois tipos de pontos de corte: (1)

média+2*pad, e (2) o melhor corte a partir da curva ROC. Os
melhores pontos de corte foram selecionados a partir da
curva ROC com o valor mais elevado de sensibilidade mais
listado na

especificidade. O melhor ponto de corte foi
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Tabela 6. Sumarios dos resultados positivos para cada
biomarcador por grupo de idade, estadgio de céancer, e
categoria de patologia/substéncia interferente sao
apresentados nas tabelas 9 a 47.

Biomarcador: HE4

Tabela 9: Sumirio por grupo de idade para HE4

Melhor Corte a partir do Média+2*pad

grafico ROC

Idade <=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo vResultado_ N % N % N % N %
IP Pogitivo 57 63,33 98 90,74 41 45,56 8l 75,00

Negat{ivo 33 36,67 10 9,26 49 54,44 27 25,00

Total 90 100,00| 108 [{100,00 90 100,00| 108 |100,00

NORMAL |Positivo 15 7,46 39 20,00 3 1,49 13 6,67
Negativo 186 | 92,54 156 80,00 | 198 98,51 182 93,33
Total 201 | 100,00 195 |100,00| 201 100,00| 195 [100,00

OvCA “Positivo 81 81,00 91 91,00 58 58,00 75 75,00
25 25,00

Negativo 19 19,00 9 9,00 42 42,00

Total 100 100,00 100 (100,00 100 |100,00| 100 |100,00

Tabela 10: Sumidrio por categoria de patologia/substéncia

interferente para HE4

Melhor Corte a | Média+2*pad
partir do

grafico ROC

Grupo ' » Resultado N % N %

Tumores Positivo 38 84,44 27 |[60,00
Negapivo 7 15,56 18 40,00
Total 45 100,00 45 100,00
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DistGrbio metabdlico Positivo 20 100,00 20 100,00
Negativo 0 0,00 0 0,00
Total 20 100,00 20 100,00
Flutuacdo hormonal Positivo 23 69,70 16 48,48
Negativo 10 30,30 17 51,52
Total 33 100,00 33 100,00
Distarbio ginecoldgico Positivo 17 48,57 12 34,29
Negativo 18 51,43 23 65,71
Total 35 100,00 35 100,00
Distﬁrbioivascular A Positivo 22 88,00 19 76,00
Negativo 3 12,00 6 24,00
Total 25 100,00 25 100,00
Distdrbio imuno crénico [Positivo 37 88,10 29 69,05
Negativo 5 11,90 13 30,95
Total 42 100,00 42 le0,00

Tabéla 11: Sumario por estdgio de céncer para HE4

Melhor corte a Média+2*pad
partir de gréafico
g ROC

estéagio Resultado N % N %
1 |Positivo 57 85,07 42 62,69
‘Negativo 10 14,93 25 37,31
Total 67 100,00 67 100,00
2 Positivo 53 80,30 41 62,12
Negativo 13 19,70 25 37,88
Total 66 100,00 66 100,00
3 Positivo 62 92,54 50 74,63
Negativo 5 7,46 17 25,37

Biomarcador Muc-1
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Tabela 12: Sumdrio por grupo de idade para Muc-1

Melhor corte a partir do Média+2*pad
grafico ROC
Idade <=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo Resultado N % N % N % N %
IP Positivo 38 42,22 53 | 49,07 | 4 4,44 9 8,33
Negativo 52 57,78 55 50,93 86 95,56 99 v9l,67
Total 90 100,00 108 |100,00| 90 |100,00]| 108 (100,00
NQRMAL |Positivo 49 24,38 58 29,74 2 1,00 4 2,05
Negativo 152 75,62 137 70,26 | 199 | 99,00 191 | 97,95
Tptal 201 100,00 195 |100,00]| 201 [100,00| 195 (100,00
OvCA Positivo ‘ 56 56,00 v 52 52,00 4 4,00 12 12,00
Negativo 44 | 44,00 48 48,00 96 96,00 88 88,00
Total 100 100,00 100 |100,00| 100 (100,00} 100 100,00

Tabela 13: Sumirio por categoria de patologia/substancia

interferente para Muc-1

Melhor corte a |Média + 2*pad
partir do
grafico ROC
Grupo ? Resultado N % N %
Tumores Positivo 20 44,44 3 6,67
Negativo 25 55,56 42 93,33
Total 45 100,00 45 100,00
DistGrbio metabdlico Positivo 8 40,00 1 5,00
Negativo 12 60,00 19 95,00
Total 20 100,00 20 100,00
Flutuacdao hormonal Positivo 14 42,42 1 3,03
Negativo 19 57,58 32 96,97
Total 33 100,00 33 100,00
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Disttrbio ginecolégico [Positivo 17 48,57 1 2,86
Negativo 18 51,43 34 97,14
Total 35 100,00 35 100,00
Distarbio vascular Positivo 11 44,00 2 8,00
| Negativo 14 56,00 23 92,00
Total 25 100,00 25 100,00
DistGrbio imuno crénico | Positivo 22 52,38 5 11,90
Negativo 20 47,62 37 88,10
Total 42 100,00 42 100,00
Tabela 14: Sumadrio por estdgio de cdncer para Muc-1
Melhor corte a partir Média + 2*pad
do gréafico ROC
Estéagio Resultado N % N %
1 Positivo 44 65,67 6 8,96
Negativo 23 34,33 61 91,04
Total 67 100,00 67 100,00
2 Positivo 27 40,91 3 4,55
Negativo 39 59,09 63 95,45
Total 66 100,00 66 100,00
3 v Pogitivo 37 55,22 7 10,45
,Negativo 30 44,78 60 89,55
Total 67 100,00 67 100,00

Biomarcador: KLK-6

Tabela 15: Sumdrio por grupo de idade para KLK-6

Melhor corte a partir do

grafico ROC

Média + 2*pad

Idade <=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo Resultado N % N % N % N %
IP Positivo 5 5,56 8 7,41 4 4,4_14 4 3,70
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Negativo | 85 | 94,44 | 100 | 92,59 | 86 | 95,56 | 104 | 96,30
Total 90 |100,00| 108 |100,00| 90 |100,00( 108 100,00
NORMAL |Positivo | 6 | 2,99 | 11 [ 5,64 | 2 1,00 | 5 | 2,56
Negativo | 195 | 97,01 | 184 |94,36| 199 | 99,00 | 190 | 97,44
Total 201 | 100,00| 195 [100,00{ 201 {100,00| 195 (100,00
OvCA Positivo | 10 | 10,00 | 13 |13,00] 4 4,00 6 6,00
Negativo | 90 | 90,00 | 87 [87,00| 96 | 96,00 | 94 | 94,00
Total 100 | 100,00 | 100 |100,00| 100 |100,00} 100 100,00

Tabela 16: Sumidrio por categoria de patologia/susténcia

interferente para KLK-6

Melhor corte a|Média + 2*pad
partir do
grafico ROC
Grupo Resultado N % N %
Tumores Positivo 5 11,11 4 8,89
Negativo 40 88,89 41 91,11
Total 45 100,00 45 100,00
Distirbio metabdlico Positivo 0 0,00 0 0,00
Negativo 20 100,00 20 100,00
£ Total 20 100,00 20 100,00
Flutuécéo hormonal Positivo 0 0,00 0 0,00
Negativo 33 100,00 33 100,00
Total 33 100,00 33 100,00
DistGrbio ginecolégico| Positivo 3 8,57 2 5,71
Negativo 32 91,43 33 94,29
Total 35 100,00 35 100,00
Distirbio vascular Positivo 3 12,00 1 4,00
Negativo 22 88,00 24 96,00
Total 25 100,00 25 100,00
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DistGrbio imuno Positivo 2 4,76 1 2,38
crdnico
Negativo 40 95,24 41 ,97'62
Total 42 100,00 42 100,00

Tabela 17: Sumdrio por grupo de estdgio de cidncer para KLK-

6
Melhor corte a partir Média + 2*pad
do grafico ROC
Estéagio Resultado N % N %
l Positivo 10 14,93 4 5,97
Negativo 57 85,07 63 94,03
Total » 67 100,00 67 100,00
2 Positivo _ 7 10,61 3 4,55
Negativo 59 89,39 63 95,45
Total 66 100,00 66 100,00
3 _ |positivo 6 8,96 3 4,48
Negativo ’ 6; _ 91,Q4 64 95,52
Total 67 100,00 67 100,00
Biomarcador: KL-10
Tabela 18: Sumdrio por grupo de idade para KLK-10
% Melhor corte a partir do Média + 2*pad
grafico ROC
Idade <=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo ’Resultado N % N % N % N %
IP Positivo 56 62,22 51 47,22 7 7,78 6 5,56
Negativo 34 37,78 57 52,78 83 92_,22 102 94,44
Total 90 100,00| 108 |100,00 90 100,00 ;108 100,00
NQRMAL Posgitivo 92 45,77 89 45,64 4 1,99 2 1,03
Negativo 109 54,23 106 54,36 197 98,01 | 193 98, 97
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Total 201 (100,00 195 |100,00| 201 [100,00| 195 100,00
ovCa Positivo _ 63 63,00 53 53,00 9 9,00 7 7,00
Negativo 37 37,00 47 47,00 91 91,‘Q0 ) 93 93,00
‘Total 100 |100,00( 100 |100,00} 100 _100,00 100 (100,00

Tabela 19: Sumario por grupo de patologia/substéncia

interferente para KLK-10

Melhor corte a|Média + 2*pad
partir do
grafico ROC
Grupo Resultado N % N %

Tumores »Posi;ivo 28 62,22 3 6,67
Negativo 17 37,78 42 93,33
Total 45 1_00,00 45 100,00

Distrbio metabdlico Positivo 10 50,00 0 0,00
Negativo 10 50,00 | 20 100,00
thal 20 100,00 20 100,00

Flutuagdo hormonal Positivo 14 | 42,42 0 0,00
| |Negativo_ 19 |57,58| 33 |100,00
|Total 33 |100,00| 33 100,00

Distlrbio ginecoldégico Positivo 23 65,71 3 8,57
j Negativo 12 34,29 32 191,43
Total 35 100,00 35 100,00

Distﬁrbio-vascular |Positivo 11 44,00 1 4,00
|Negativo 14 56,00 24 96,00
.Total 25 100,00 25 100,00

DistGrbio imuno crénico |Positivo 23 54,76 6 14,29
Negativo 19 45,24 | 36 |85,71
Total a2 |{100,00| 42 [100,00

Tabela 20: Sumdrio por grupo de estdgio de cidncer para
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KLK-10
Melhor corte a partir Média + 2*pad
do grafico ROC
Estéagio Resultado N % N %
1 Positivo 37 55,22 8 11,94
Négativo 30 44,78 59 88,06
thal 67 100,00 67 100,00
2 Positivo 37 56,06 3 4,55
Negativo 29 43,94 63 95,45
Total 66 100,00 66 100,00
3 Positivo 42 62,69 5 7,46
Negativo 25 37,31 62 92,54
Total 67 100,00 67 100,00
Biomarcador: PAI-1

Tabela 21: Sumdrio por grupo de idade para PAI-1

Melhor corte a partir do Média + 2*pad
grafico ROC
Idade <=55 Idade>55 Idade‘<=55 Idade>55
Grupo Resultado N % N % N % N %
IP Ppsitivo 52 57,78 67 62,04 12 13,33 10 9,26
Negativo 38 | 42,22 | 41 | 37,96 | 78 | 86,67 | 98 | 90,74
Total 90 100,00 | 108 | 100,00 90 100,00 108 100,00
NORMAL Pééitivo 43 21,39 52 26,67 5 2,49 10 5,13
Negativo 158 78,61 143 73,33 ‘196 97,51 185 94,87
Total 201 ‘100,00 195 | 100,00| 201 | 100,00 | 195 100,00
OovCa Positivo 71 71,00 62 62,00 19 19,00 11 11,00
VNegativo 29 29,QQ 38 38,00 81 81,00 89 89,00
Total ;OQ_ 100,00 leOA 100,00} 100 100,00 100 ;00,00

Tabela 22: Sumadrio por grupo de patologia/substéncia
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interferente para PAI-1

Melhor corte a Média +
partir do 2*pad
grafico ROC
Grupo Resultado N % N %
Tumores Positivo 17 37,78 4 8,89
Negativo 28 62,22 41 91,11
Total 45 100,00 45 100,00
Disttrbio metabdlico Positivo 16 80,00 4 20,00
Negativo 4 20,00 16 80,00
Total 20 100,00 20 100,00
Flutuacéo hormonal Positivo 24 72,73 5 15,15
Negativo 9 27,27 28 84,85
Total 33 100,00 33 100,00
Distidrbio ginecoldégico Positivo 17 48,57 2 5,71
Negativo 18 51,43 [ 33 94,29
Total 35 4100,00 35 100,00
Distarbio vascular Positivo 17 68,00 1 4,00
Negativo 8 32,00 24 96,00
Total 25 lOO_,OO_ 25 100,00
Distdrbio imuno crénico |Positivo 30 71,43 6 14,29
iy Negativo 12 | 28,57 36 |85,71
Total 42 100,00 42 100,00
Tabela 23: Sumdrio por grupo de estagio de cidncer para
PAI-1
Melhor corte a partir Média+2*pad
do grafico ROC
Estagio Resultado N % N %
1‘ Positivq ,54 80,60‘ 15 22,39
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=T
Y |Negativo 13 19,40 52 77,61
Total 67 100,00 67 100,00
2 Positivo 33 50,00 4 6,06
Negativo 33 50,00 62 93,94
Total 66 100,00 66 100,00
3 Positivo 46 68,66 11 16,42
Negativo 21 31,34 56 83,58
Total 67 100,00 67 100,0
Biomarcador: CTHRC1
Tabela 24: Sumdrio por grupo de idade para CTHRC1
Melhor corte a partir do Média + 2*pad
grafico ROC
Idade <=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo Resultado N ‘ % N % N % N %
IP Positivo 12 13,33 35 32(41 6 6,67 11 10,19
Negativo 78 86,67 73 | 67,59 84 93,33 .97 89,81
Total 90 |100,00| 108 |[100,00{ 90 |[100,00]| 108 |100,00
NORMAL Positivo 20 | 9,95 | 40 |20,51 4 1,99 4 2,05
Negativo 181 | 90,05 | 155 | 79,49 | 197 | 98,01 | 191 | 97,95
Total 201 ‘lOO{OOv 195 (100,00] 201 100,00] 195 |100,00
OovCA »Positivo 24 24,00 35 35,00 10 10,00 15 15,00
Negativo 76 76,00 65 | 65,00 | 90 |90,00| 85 | 85,00
% |Total 100 |100,00| 100 [100,00| 100 |100,00| 100 100,00

Tabela 25:

Sumdrio por grupo

interferente para CTHRC1

de patologia/substéncia

Melhor corte a Média +
partir do 2*pad
grafico ROC
Grupo Resultado N % N %
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Tumores: Positivo 13 28,89 7 15,56
Negativo 32 71,11 38 84,44
Total 45 100,00 45 100,00
DistGrbio metabdlico Positivo 2 10,00 0 0,00
Negativo 18 90,00 20 (100,00
Total 20 100,00 20 |100,00
AFlutuacéo hormonal Positivo 1 3,03 1 3,03
Negativo 32 96,97 32 96,97
Total 33 100,00 33 ]100,00
DistGrbio ginecolégico |[Positivo 2 5,71 0 0,00
Negativo 33 94,29 35 (100,00
Total 35 100,00| 35 (100,00
DistGrbio vascular Positivo 11 44,00 5 20,00
Negativo 14 56,00 20 80,00
Total 25 100,00 25 |100,00
Disttrbio imuno crénico |Positivo 18 42,86 4 9,52
Negativo 24 57,14 38 90,48
Total 42 ‘100,00 42 100,00
Tabela 26: Sumdrio por grupo de estidgio de céncer para
CTHRC1
Melhor corte a partir Média + 2*std
do grafico ROV
Estagio ‘Resultadov N _ % N %
1 | leositivo 16 23,88 7 10,45
Negativo 51 76,12 60 89,55
Total 67 100,00 67 100,00
2 Positivo 19 28,79 8 12,12
Negativo 47 ‘71,21 58 ’87,88
Total 66 100,00 66 100,00
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3 ¥ ;Positivo » 24 35,82 10 14,93
Negativo 43 64,18 57 85,07
Total 67 100,00 67 100,00

Biomarcador: SLPI

Tabela 27: Sumdrio por grupo de idade para SLPI

Melhor corte a partir do Média + 2*pad

grafico ROC

Idade'<=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo |Resultado | N % N % N % N %
Ip Positivo 27 30,00 61 56,48 4 4,44 23 21,30

Negativo 63 70,00 47 43,52 86 95,56 85 78,70

TQtal 90 HlQO,OO 108 |100,00 90 100,00| 108 |100,00

NORMAL |Positivo 49 24,38 63 32,31 4 1,99 3 1,54

Negativo 152 | 75,62 132 67,69 197 98,01 192 98,46

Total 201 100,00 195 100,00( 201 |100,00 195 | 100,00

OvCA Positivo 53 53,00 67 67,00 14 14,00 16 16,00

Negativo 47 47,00 33 33,00 86 86,00 84 84,00

Total 100 {100,00| 100 |100,00| 100 100,00 100 |100,00

Tabela 28: Sumdrio por Grupo de . patologia/substéncia

interferente para SLPI

Melhor corte a|Média + 2*pad
partir do

gréafico ROC

Grupo ! _ o Resultado N % N %

Tumores Positivo 20 44,44 7 15,56
Negativo 25 55,56 38 84,44
Total 45 100,00 45 100,00

Distidrbio metabdlico Positivo 10 50,00 1 5,00
Negativo 10 50,00 19 95,00
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Total 20 100,00 20 100,00

Flutuagdo hormonal Positivo 6 18,18 0 0,00
Lo Negativo 27 |s81,82| 33 [100,00

Total ‘ 33 100,00 33 100,00

Distirbio ginecoldgico |Positivo 12 34,29 4 11,43
Negativo 23 65,71 31 88,57

Total 35 100,00 35 100,00

Distarbio vascular Positivo 16 64,00 9 36,00
Negativo 9 36,00 16 64,00

Total 25 100,00 25 100,00

Distdrbio imuno crénico |Positivo 26 61,90 7 16,67
vNegatiVO ‘ 16 38,10 35 83,33

Total 42 100,00 42 100,00

Tabela 29: Sumdrio por grupo de estdgio de céncer para SLPI

Melhor corte a partir do Média + 2*pad
grafico ROC

Estdgio |[Resultado N % N %
1 Positivo 34 50,75 9 13,43
Negativo 33 _ 49,25 58 86,57
Total 67 100,00 67 100,00
2 Positivo 38 57,58 4 6,06
Negativo 28 42,42 ‘ 62 93,94
Totalv‘ 66 100,00 66 100,00
3 Positivo 48 71,64 17 25,37
” Negativo 19 28,36 50 74,63
Total ‘ 67 100,00 67 100,00

Biomarcador: Inibina A

Tabela 30: Sumirio por grupo de idade para Inibina
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Melhor corte a partir do Média+2*pad
grafico ROC
Idade <=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo |Resultado N % N % N % N %
IP Positivo 53 58,89 11 10,19 48 53,33 7 6,48
Negativo 37 41,11 97 8\9,81 42 46,67 101 93,52
Tota_l 90 100,00 | 108 | 100,00 90 100,00 ]| 108 1_00,00
NORMAL PositivoA 94 46,77 25 12,82 83 41,29 14 7,18
Negativo 107 53,23 170 | 87,18 118 58,71 181 92,82
Total 201 100,00 | 195 100,00 201 [100,00 195 100,00
OVCA Positivo 42 42,00’ .41 41,00 32 32,00 36 36,00
Negativo 58 58,00 59 59,00 68 68_,00 64 64,00
'_IA'o'ta'lA _100 ‘lQ0,00 lOQ lO»0,00 100 | 100,00 100 100,00
Tabela 31: Sumdrio ©por Grupo de patologia/substéncia
interferente para Inibina
Melhor corte a|Média + 2*pad
partir do
gréafico ROC
Grupo Resultado N % N %
Tumores Positivo 4 8,89 2 4,44
Negativo 41 91,11 43 95,56
Total 45 100,00 45 100,00
Distdrbio metabdlico Positivo 8 40,00 8 40,00
Negativo 12 160,00 12 60,00
?” Total 20 100,00 20 100,00
Flutuacdoc hormonal Positivo 16 48,48 16 48,48
Negativo‘ 17 51,52 17 51,52
Total 33 [100,00| 33 ]100,00
Distarbio ginecolégico Positivo 27 77,14 |25 71,43
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Negativo 8 22,86 10 28,57

Total 35 100,00 35 100,00

Distﬁrbio vascular Positin 3 12,00 2 8,00
R Negativo 22 88,00 | 23 | 92,00

Total 25 100,00 25 100,00

DistGrbio imuno crdnico |Positivo 8 19,05 4 9,52
Negativo 34 80,95 38 90,48

Total 42 100,00 42 100,00

Tabela 32: Sumario por grupo de estdgio de cancer para

Inibina
Melhor corte a partir de| Média + 2*pad
grafico ROC

Estagio Resultado N % N %

1 - |positivo 25 37,31 20 29,85
Negativo 42 62,69 47 70,15
Total | 67 | 100,00 | 67 100,00

2 Posgitivo 35 53,03 32 48,48
Negativo 31 46,97 34 51,52
Total 66 100,00 66 100,00

3 Pogitivo 23 ’34,33 16 23,88
Negativo aa 65,67 51 76,12
Total 67 100,00 67 | 100,00

Biomarcador: Glicodelina

Tabela 33: Sumirio por grupo de idade para Glicodelina

Melhor corte a partir Média+2*pad

do grafico ROC

Idade <=55 Tdade>55 Idade <=55 Idade>55

Grupo |Resultad N % N % N % N %

o}
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IP Positivo 53 58,89 | 18 | 16,67 36 40,00 10 9,26

Negativo 37 | 41,11 90 | 83,33 54 60,00 98 90,74

|Total 90 [(100,00}108|100,00 90 |{100,00| 108 (100,00

NORMAL Positivo_ 73 36,32 | 10 5,13 56 27,86 3 1,54

3K

Negativo | 128 | 63,68 | 185 94,87 | 145 | 72,14 | 192 | 98,46

Total 201 100,00 195(100,00] 201 |100,00| 195 |100,00

OvCA Positivo 65 65,00 | 62 | 62,00 49 49,00 52 52,00

Negativo | 35 | 35,00 | 38 | 38,00 | 51 | 51,00 | 48 | 48,00

Total 100 [100,00|100|100,00(| 100 |100,00( 100 100,00

Tabela 34: Sumdrio por Grupo de patologia/substéncia

interferente para Glicodelina

Melhor corte a [Média + 2*pad
partir do
grafico ROC
Grupo Resultado| N % N %
Tumores » Positivo 13 28,89 6 13,33
Negativo 32 71,11 39 86,67
|Total 45 100,00| 45 |100,00
DistlGrbio metabdlico Positivo 9 45,00 5 25,00
Negativo 11 55,00 15 75,00
Total 20 100,00f 20 [100,00
Flutuacdo hormonal Positivo 18 54,55 15 45,45
Negativo 15 45,45 18 54,55
|Total 33 100,00{ 33 }100,00
Distlrbio ginecolégico Positivo 21 60,00 14 40,00
Negativo 14 40,00 21 60,00
i Total 35 100,00 35 100,00
Distﬁfbio vascular Positivo 1 4,00 1 4,00
Negativo 24 96,00 24 96,00




101/124

Total 25 100,00 25 100,00
Distirbio imuno crdnico | Positivo 9 21,43 5 11,90
Negativo 33 78,57 37 88,10
. Total 42 100,00| 42 100,00
Tabe1a¥ 35: Sumario por grupo de estdgio de cidncer para
Glicodelina
Melhor corte a partir do| Média + 2*pad
grafico ROC
Estagio [Resultado N % N %
1 _ Positi\(o 43 64,18 34 50,75
Negativo 24 35,82 33 49,25
» Total 67 100,00 67 100,00
2 Positivo 41 62,12 37 56,06
‘Negativo 25 37,88 29 43,94
Total 66 100,00 66 100,00
3 Positivo 43 64,18 30 44,78
Negativo 24 35,82 37 | 55,22
Total 67 100,00 67 100,00
Biomarcador: MMP-7
Tabela 36: Sumdrio por grupo de idade para MMP -7
Melhor corte a partir Média+2*pad
do grafico ROC
Idade <=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo |Resultado| N % N % N % N %
IP Positivo 19 21,11 78 72,22 9 10,00 | 44 | 40,74
Negativo 71 A'78,89 30 27,78 | 81 | 90,00 | 64 59,26
"I"ota‘]. 90 |100,00 108 100,00(| 90 100,00/108(100,00
’NORMAL Positivo 12 5,97 30 15,38 2 1,00 7 3,59
Negativo 189 | 94,03 165 84,62 |199| 99,00 [188]| 96,41
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Total 201 (100,00 195 [100,00/201|100,00(195(100,00

OvCA Positivo 50 50,00 53 53,00 | 28 [ 28,00 | 33 [ 33,00

Negativo 50 50,00 47 47,00 | 72 | 72,00 | 67 { 67,00

Total 100 (100,00 | 100 100,00/100|100,00/100]|100,00

Tabelay 37: Sumario por Grupo de patologia/substéncia

interferente para MMP-7

Melhor corte a|Média + 2*pad
partir do
grafico ROC
Grupo ‘ Resultado N % N %

Tumores ‘ |Positivo 27 60,00 15 33,33
Negativo 18 40,00 30 66,67

Total 45 100,00 45 100,00

Distdrbio metabdlico Positivo 8 40,00 5 25,00
Negativo 12 60,00 15 75,00

Total 20 _100,00 20 100,00

Flutuagdo hOrmonal Positivo 3 9,09 0 0,00
Negativo 30 90,91 33 100,00

Total 33 100,00 33 _100,00

Distlrbio ginecolégico |Positivo 8 | 22,86 ) 3 8,57
Negativo 27 77,14 32 91,43

Total 35 100,00 35 100,00

Distirbio vascular Positivo 22 88,00 10 40,00
Negativo 3 12,00 15 60,00

Total 25 100,00 25 100,00

Distdrbio imuno crdnico|Positivo 29 69,05 20 47,62
Negativo 13 30,95 22 52,38

Total 42 |100,00]| 42 100,00

Tabela 38: Sumario por grupo de estédgio de cdncer para
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MMP-7
Melhor corte a partir Média + 2*pad
do gréafico ROC
Estagio Resultado N % N %
1 Positivo 33 49,25 20 29,85
*; “|Negativo 34 50,75 47 70,15
Total 67 100,00 67 lQ0,00
2 Positivo 28 42,42 11 16,67
Negativo 38 57,58 55 83,33
Total 66 100,00 66 100,00
3 Rositin 42 62,69 30 44,78
Negativo 25 37,31 37 55,22
Total 67 100,00 67 100,00
Biomarcador: PLAU-R
Tabela 39: Sumdrio por grupo de idade para PLAU-R
Melhor corte a partir Média + 2*pad
do grafico ROC
Idade <=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo [Resultado| N % N % N % N %
IP |positivo | 50 | 55,56 | 71 | 65,74 | 24 | 26,67 | 56 | 51,85
Negativo | 40 | 44,44 | 37 | 34,26 | 66 | 73,33 | 52 | 48,15
Total 90 |100,00]108{100,00| 90 | 100,00 | 108 100,00
NORMAL |Positivo | 35 | 17,41 | 61 | 31,28 | 16 | 7,96 | 23 11,79
Negativo 166 | 82,59 | 134 | 68,72 [185| 92,04 172 88,21
Total 201 /100,00| 195 (100,00|201 100,00 |195(100,00
OvCA Positivo 71 71,00 72 72,00 | 44 44,00 50 | 50,00
Negativo |29 29,00 |28 28,00 |56 [56,00 50 50,00
’;Tota_l 100 (100,00 100 [100,00 100 |100,00 |100 100,00

Tabela 40: Sumdrio por Grupo de patologia/substéncia
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interferente para PLAU-R 10

Melhor corte|Média + 2*pad
a partir do
grafico ROC
Grupo Resultado N % N %
Tumores Positivo 30 66,67 20 44,44
& Negativo 15 33,33 25 55,56
4 Total 45 100,00 45 100,00
Distidrbio metabdlico Positivo 13 65,00 11 55,00
Negativo 7 35,00 9 45,00
Total 20 100,00 20 100,00
Flutuagdo hormonal Positivo 13 39,39 1 3,03
Negativo 20 60,61 32 96,97
Total 33 | 100,00 | 33 [100,00
Distidrbio ginecolégico Positivo 15 42,86 9 25,71
Negativo 20 _ 57,14 | 26 74,29
Total 35 100,00 35 100,00
Disttrbio vascular Positivo 18 72,00 11 44,00
Negativo 7 28,00 14 56,00
Total 25 100,00 25 100,00
Distlrbio imuﬁo crbénico |Positivo 32 76,19 28 66,67
Negativo 10 23,81 14 33,33
Total 42 100,00 | 42 100,00

Tabela

PLAU-R

41: Sumdrio por grupo de estdgio de cidncer para

Melhor corte a partir

do grafico ROC

Média + 2*pad

Estadgio |Resultado N

o
K}

1 Positivo 53

79,10

30

44,78

<. e
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Negativo 14 e 20,90 37 55,22

Total 67 100,'00 67 100,00

2  |Positivo. 40 60,61 29 43,94
Negativo 26 39,39 37 56,06

Total 66 100,00 66 100,00

3 Positivo 50 74,63 35 52,24
::ﬁegativo . 17 25,37 32 47,76

Total . 67 100,00 67 100,00

Biomarcador: Prolactina

Tabela 42: Sumidrio por grupo de idade para Prolactina

Melhor corte a partir do Média + 2*pad
grafico ROC
Idade <=55 Idade>55 Idade <=55 Idade>55
Grupo _Resultado N % N % N % N %
IP Positivo 50 55,56 _ 49 | 45,37 9 10,00 6 5,56
NegatiVO 40 44,44 59 54,63 81 90,00 | 102 | 94,44
Total - 90 100,00| 108 100,00 90 100,00 108 100,00
NORMAL |Positivo 92 45,77 54 27,69 6 2,99 3 1,»54
Negativo | 109 54,23 141 72,31 195 97,01 192 98,46
Total ' 201 100,00{ 195 |100,00| 201 1‘00,00 195 (100,00
ovca Positivo 64 64,00 48 48,00 5 5,00 | 2 2,00
Negativo 36 36,00 52 52,00 95 95,00 98 98,00
Total 100 100,00 lvOO 100,00 100 |[100,00| 100 [100,00

Tabela 43: Sumdrio por Grupo de patologia/substéncia

interferente para Prolactina

Melhor corte
partir do

grafico ROC

a

Média + 2*pad

A
Grupo ‘i “ Resultado N %
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Tumores Positiyo 17 37,78 3 6,67
Negativo 28 62,22 42 93,33
Total 45 100,00 45 100,00
Dist@rbio»metabélico Positivo 4 20,00 2 10,00
Negativo 16 80,00 18 90,00
Total 20 100,00 20 100,00
Flutuagdo hormonal Positivo 23 69,70 4 12,12
—
| Negativo 10 30,30 | 29 | 87,88
TOtal, 33 100,00 33 100,00
Distdrbio ginecolégico |Positivo 18 51,43 3 8,57
Negativo 17 48,57 32 91,43
Total 35 100,00 35 100,00
DistlGrbio vascular Positivo 13 52,00 2 8,00
Negativo 12 48,00 23 92,00
Total » 25 100,00 25 100,00
Distdrbio imuno crdnico{Positivo 26 61,90 2 4,76
Negativo 16 38,10 40 95,24
Total 42 100,00 42 100,00

Tabela 44: Sumario por grupo de estagio de céncer para

Prolactina

Melhor corte a partir

do grafico ROC

Média + 2*pad

Estagio Resultado N % N %

1 |positivo 42 62,69 2 2,99
Negativo 25 37,31 65 97,01
Total 67 100,00 67 100,00

2 Positivo 30 45,45 2 3,03
|Negativo 36 54,55 64 96,97
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Total 66 100,00 66 100,00
3 Positivo 40 v 59,70 3 4,48
Negativo 27 - 40,30 64 95,52
Total 67 100,00 67 100,00

Biomarcador: CAl125 (Lab Corp data)

Tabela 45: Sumdrio por grupo de idade para CA125 (LabCorp

B Data)
Corte em 35
Idade <=55 A Idade>55

Grupo Resultado N _ 5 N %
IP Positivo ‘ 13 14,94 » 6 5,66

Negativo 74 85,06 100 194,34

Total A 87 | 100,00 106 - 100,00
NORMAL |Positivo | 5 2,51 1 0,52

Negativo 194 97,49 193 99,48

Total 199 100,00 »194 100]00
OvCA  |Positivo 39 39,39 | 60 | 60,61

Negativo | 60 60,61 39 ‘ 39,39

Total 99 100,00 99 100,00

Tabela 46: Sumario por Grupo de patologia/substéncia

interferente para cal125 (LabCorp data)

Corte em 35

[Grupo ‘ , ' _ Resultado N : %
Tumores Positivo 5 11,11
Negativo 40 88,89
Total 45 100,00
DistGrbio metabdlico Positivo 1 5,56
Negativo . 17 94,44
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Total 18 100,00
Flutuacéo hormonal Positivo 7 21,21
Negativo 26 78,79
Total 33 100,00
Distlrbio ginecolégico Positivo 4 12,50
Negativo 28 87,50
Total 32 100,00
Distarbio vascular Positivo 0 0,00
Negativo 25 100,00
Total 25 100,00
Distfirbio imuno crénico Positivo 2 4,76
Negativo 40 95,24
Total 42 100,00

Tabela 47: Sumario por grupo de estégio de cidncer para CA

125 (LabCorp data)

Corte em 35

Estégio Resultado N %

1 Positivo 24 35,82
Negativo 43 64,18
Total 67 100,00

2 Positivo 37 56,06
‘Negativo‘ 29 43,94
Total 66 100,00

3 Positivo 38 58,46
Negativo 27 41,54
Total 65 100,00

Os sumarios da sensibilidade de treze biomarcadores

analisados sdo apresentados nas Tabelas 48-50, com base em

estdgio de tumor,

limites de desvio padrdo-2 normais, ou




“melhor ajuste”,

Tabela 48: Sumdrio de sensibilidade de marcador individual
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respectivamente.

por estdgio de tumor (com base no melhor corte)

Marcador Estagio 1 %pos Estdgio 2 % pos Estagio 3 %pos
HE4 85,1 80,3 92,5
Glicodelina 64,2 62,1 64,2
MMP7 49,3 42,4 62,7
SLPI 50,8 57,6 71,6
PAI-1 f 80,6 50,0 68,7
MUC-1 65,7 40,9 55,2
CA125 35,8 56,1 58,5
Plau-R 79,1 60,6 74,6
Inibina A 37,3 53,0 34,3
CTHRCln 23,9 28,8 35,8
KLK6 14,9 10,6 S,O
KLK10 55,2 ‘56,1 62,7
Prolactina 62,7 45,5 59,7

Tabela 49: Sumario de sensibilidade de marcador Individual

(baseado em limite Normal 2SD)

Marcador Sensibilidade Especificidade
HE4 66,5 96
Glicodelina 50,5 85,3

MMP7 30,5 97,17

SLPI 15,0 98,3
Marcador sensibilidade especificidade
Plau-R 47,0 90,1

MUC1 8,0 98,5
Inibina A 34,0 75,8
PAI-1 15,0 96,2
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CA125 (>=35u/ml) 50,0 98,5
CTHRC1 ; 12,5 98,0
KLK6 5,0 98,2
KLK10 8,0 98,5
Prolactina 3,5 97,7

Tabela 50: Sumdrio de sensibilidade de marcador Individual

(baseado no melhor corte)

Marcador | Sensibilidade Especificidade
HE4 s 86,0 86,3
Glicodeiina 63,5 79,0
MMP7 51,5 ’ 89,4
SLPI 60,0 71,7
Plau-R 71,5 77,2
MUClT 54,0 73,0
Inibina A 40,7 ' 70,3
PAI-1 o - 66,5 1 76,0
CA125 (>=35u/ml) 50,5 98,2
CTHRC1 o 29,5 | 84,8
KLK6 4 11,5 95,7
KLK10 7 58,0 4 54,3
Prolactina - 56,0 63,1

Exemplo 3: Estudo de selecdo de biomarcador de ovario -

analise de biomarcadores miltiplos

0 método de regressdo logistica foi utilizado para
selegdo de biomarcadores 6timos para  esse estudo.
Utilizando regressdo logistica, a selecdo escalonada inicia
descobrindo o biomarcador gque produz O maior valor
quadrado-R com a variavel dependente. A seguir, dado que ©

smelhor” biomarcador estd no modelo, a regressdo logistica
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verifica o melhor biomarcador seguinte em termos de adigao
ao quadrado-R. Esse processo de descobrir um conjunto de
biomarcadores que adiciona ao quadrado-R €& parado quando
biomarcadores ndo mais podem adicionar ao quadrado-ﬁ, de
acordo com certos critérios estatisticos. Esses conjuntos
de biomarcadores ndo sdo exclusivos porque alguns dos
biomarcadores tém o mesmo desempenho predizivel.

Com base em um modelo selecionado, um grafico ROC
pode ser produzido, © gual prové a relagdo entre as taxas
de sensibilidade e especificidade. Portanto, uma
especiéicidade e sensibilidade apropriadas podem ser
escolhidas para se obter um PPV esperado com sensibilidade
aceita.

As Tabelas 51 e 52 fornecem VAarios exemplos que
envolvem a selecdo de um conjunto de biomarcadores com uma
especificidade mais elevada e uma sensibilidade apropriada
com um PPV de aproximadamente 10% e uma taxa de
sensibilidade combinada em torno de 70% - 80% sob a
assuncdo de que a populagdo & de 8.000.000 e a prevaléncia
de doenca é 0,25%. Valores alvo diferentes para
sensibilidade, especificidade, NPV e PPV podem ser obtidos
por selegdo de diferentes cortes de ensaio, diferentes
combinacdes de Dbiomarcador, e diferentes regras para
combinar os biomarcadores. O desempenho de biomarcador foi
analisado utilizando os valores de biomarcador como
variaveis continuas (Tabela 51) e como variaveis
categdéricas (Tabela 52).

Como definicdo, quando duas etapas de ensaio sdo

executadas, a primeira etapa de ensaio pode ser mencionada

como o “teste de triagem” e a segunda etapa pode ser
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mencionada como o ‘“teste de reflexo.” “Melhor ponto de
corte” se refere ao valor obtido a partir do grafico ROC
para um biomarcador especifico que produz a melhor
sensibilidade e especificidade. “Média+2*pad” se refere ao
nivel de expressdo média mais duas vezes O desvio padrdo,
com base em andlise de amostras normais a partir de

pacientes que ndo apresentam cancer de ovario.
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Resultados de sensibilidade, especificidade, PPV e NPV

obtidos com aplicagdo de “regras de teste”

No_estudo atual, os biomarcadores HE4, CAl25, PLAU-R,
glicodelina, Muc-1, PAI-1, MMP-7, e inibina foram os
marcadores mais frequentemente selecionados com base em
desempenho de marcador como varidveis continuas ou
categéricas. Em contraste com os métodos estatisticos
descritos acima, a Tabela 653 fornece a sensibilidade,
especificidade, PPV e NPV estimados (ajustados pela
prevaléncia da doenga) com base em duas regras de teste:
(1) se quaisquer dois dos biomarcadores acima forem
positivos (isto &, superexpressos), entdo o teste &
declarado positivo ou (2) se quaisquer 3 dos biomarcadores
acima forem positivos (isto &, superexpressos), o teste é
declarado positivo. Contrario aos resultados.apresentados
acima nas Tabelas 51 e 52, no entanto, a aplicagdo de
qualqu? regra de teste ndo produziu uma taxa de

A g
especiffcidade elevada, que por sua vez leva a um PPB
inaceitavelmente baixo (<1,5%) quando ajustado para a taxa
de prevaléncia baixa de céncer do ovario. A aplicagdo de
“regras de teste,” como aquelas descritas aqui, é
representativa do estado atual da técnica na identificagdo
de pacientes com risco aumentado de cancer do ovario.
Tabela 53: Sensibilidade, especificidade, PPV e NPV

estimados ajustados por prevaléncia de doenga com base em

regras de teste

Ex. Marcador Desempenho*

selecionado e regra

Sensibi- | Especifi- PPV NPV

lidade | cidade
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Amostra geral

Quaisquer dos dois
seguintes
marcadores sao
positivos: HE4,
CA125, Plau-R, GLY,

MUC-1, PAI-1, MMP-

7, Inibina
(melhores pontos de

corte usados)

97,475%

51,654%

0,5028%

99,9878%

Quaisquer dos 3
seguintes

marcadores sdo
positivos: HE4,
CAl25, Plau-R, GLY,
{MUC-1, PAI-1, MMP-
7, Inibina

(melhores pontos de

corte usados)

91,414%

78,372%

1,0482%

99,9726%

Idade

>55 anos

de idade

Quaisquer dos dois
e ®

seguintes
marcadores sao
positivos: HE4,
cal25, Plau-R, GLY,

MUC-1, PAI-1, MMP-

7, Inibina
(melhores pontos de

corte usados)

96,970%

56,186%

0,5516%

99,9865%
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2 Quaisquer dos 3 94,949% 78,866% 1,1135% | 99,9840%
&

marcadores
seguintes sdo
positivos: HE4,

CAl125, Plau-R, GLY,

MUC-1, PAI-

Ex. Marcador Desempenho¥*

selecionado e regra

Sensibi- | Especi-

lidade ficidade PPV NPV

L,MMP-7, Inibina

(melhores pontos de

corte usados)

* CA125 corte >= 35 em quaisquer casos de melhor corte ou

média + 2pad

*% (Corisidere a "populacdoc "= 8.000.000; prevaléncia ~=0,25%,

casos estimados de céncer = 20.000 na populagdo.

Exemplo 4: Estudo de selegdo de biomarcador de ovario -

Anilise de midltiplos biomarcadores utilizando método de

triagem de uma etapa

A  expressao dos  biomarcadores HE4, CAl25 e
glicodelina e combinagdes dos mesmos para todas as
pacientes e a idade das pacientes sendo acima de 55 anos,
foi aqa;iada utilizando um método de triagem de uma etapa,
como descrito acima. Em particular, a Tabela 54 prové os
resultados para um algoritmo de uma etapa para pacientes
acima de 55 anos de idade. O algoritmo de teste se baseou
em um modelo de regressio logistica linear, e O valor

efetivo de cada marcador foi utilizado no modelo. Modelos
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de regressdo logistica linear (e outros algoritmos) sao
rotineiros e bem conhecidos na técnica. Vide, por exemplo,
Fleiss (2003) Statistical Methods for rates and Proportions
(3* ed.), que & aqui incorporado a titulo de referéncia na
integra. O algoritmo ofereceu 76,8% de sensibilidade em
96,4% de especificidade. Um resultado de teste definido
como positivo foi baseado no seguinte modelo de regressdo
logistiéé linear: 1n(P/(1-P))= -4,2391 + -0,0888*CAl25 +
0,1790*HE4 + 0,2349*GLY, onde P é a probabilidade
condicional de cancer de ovario, CAl125, HE4 e glicodelina
sendo dados como superexpressos na amostra de sangue da
paciente. Um resultado similar foi obtido com CAl25
determinado utilizando o valor de corte recomendado de
fabricacdo de > 35 u/mL.

Tabela 54: Sensibilidade e especificidade de ensaio de

triagem de—etapa—Gnica para-distinguir. céncer de ovario

(todos os estdgios) a partir de controles em pacientes

acima de 55 anos de idade

Marcador Variavel Algoritmo Sensibili|Especific
dade idade
HE4, CAl25, Valor efetivo |1 etapa: baseado em 76,8% 96,4%
GLICODELINA modelo logistico
linear
HE4, CAl25, Valor efetivo, |1 etapa: baseado em 71,4% 95,4%
GLICODELINA |exceto CAl25 modelo logistico
linear

Exemplo 5: Método de andlise de auto-realizacado

Valida¢cdo de métodos de estudo

Um método de andlise de auto-realizagdo também foi

realizado para assegurar uma estimativa robusta de
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‘sensibilidade e especificidade para oS estudos acima dado

que um conjunto de soros de cancer UGnico e independente nao
estava disponivel para validar o modelo. O método de auto-
realizagdo consistiu em criar artificialmente 1000
conjuntos de dados aleatdrios com selecdo de substituigdo a
partir do conjunto de amostra de estudo. Um conjunto dos
marcadores mais freqlentemente selecionados no estudo com
base em desempenho 6timo foi selecionado: HE4, CAl25, PLAU-
R, glicodelina, MUC1l e PAI-1. Um “teste” foi definido como
a seguir: o teste & positivo se (1) HE4 for positivo e
qualquer um entre CAi125, Glicodelina, MMP-7, PLAU-4 for
positivo ou (2) HE4 for negativo porém CA125, Glicodelina,
MMP-7, PLAU-R forem todos positivos; de outro modo, ©
“teste’ ;& negativo. A partir das 1000 amostras aleatérias,
o desvio padrio/médio e 95% de intervalo de confianga da

sensibilidade/especificidade desse---teste . definido. .. foram

obtidos.
| Tabela 55: Informagdes de seqiiéncia de biomarcador
Seqiéncia de aminoacidos Sequé;xcia de Nucleotideos
Nome do N° de Identificador N° de Identificador
biomarcador '. , acessao ‘ de seqﬁéncia aqessao | de seqﬁénqia
HE4 (Isoforma 1) NP 006094 SEQ ID NO:1 NM 006103 SEQ ID NO:2
HE4 (Isoforma 3) NP 542771 SEQ ID NO:3 NM 080733 SEQ ID NO:4
HE4 (Isoforma 4) NP 542772 SEQ ID NO:5 NM 080734 SEQ ID NO:6
HE4 , (Isoforma 2) ‘ N‘P 542774 SEQ ID NO:7 ) NM 080736 SEQ ;[D NO:S
HE4 (Isoforma 5), _ NP 542773 |SEQ ID NO:9 NM 080735 SEQ ID NO:10
KLK6 (Variante A) NP 002765 |SEQ ID NO:11 NM 002774 SEQ ID NO:12
KLK6 (Variante B). NP 001012_382 SEQ ID NO:13 NM 001012964 |SEQ ID NO»:14
KLK6 (Variante C) |NP 901012983 “SEQ ID ‘NO:ISA NM ‘00101296’5 SEQ ID NO:16
KLK (VVariante D) NP 001012984| SEQ ID NO:17 |NM 001012966 SEQ ID NO:18
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KLK10 (Variante NP 002767 | SEQ ID NO:19 NM 002776 | SEQ ID NO:20
1)

KLK10 (Variante NP 665895 SEQ ID NO:21 NM 145888 | SEQ ID NO:22
2)

Glicodelina NP 001018059| SEQ ID NO:23 [NM 001018409| SEQ ID NO:24
(Variante D

Glicodelina NP 002562 SEQ ID NO:25 NM 002571 | SEQ ID NO:26
(Variante 2)

PAI-1 NP 000593 SEQ ID NO:27 NM 000602 | SEQ ID NO:28
Muc-1 (Variante| NP 002447 SEQ ID NO:29 NM 002456 | SEQ ID NO:30
1)

Muc-1 (Variante |NP 001018016 SEQ ID NO:31 [NM 001018016| SEQ ID NO:32
2)

Muc-1 (Variante |NP 001018017| SEQ ID NO:33 |[NM 001018017| SEQ ID NO:34
3) )

Muc-1 (Variante |NP 001018021| SEQ ID NO:35 |NM 001018021 SEQ ID NO:36
4)

Alf-1 anti- NP 000286 SEQ ID NO:37 NM 000295 | SEQ ID NO:38
tripsina

Alfa-1 anti- NP 001002235| SEQ ID NO:39 |NM 001002235| SEQ ID NO:40
tripsina

Alfa-1 anti- NP 001002236| SEQ ID NO:41 |NM 001002236| SEQ ID NO:42
tripsiqa

PLAUR (Variante NP 002650 SEQ ID NO:43 NM 002659 | SEQ ID NO:44
1)

PLAUR (Variante |NP 001005376| SEQ ID NO:45 [NM 001005376 SEQ ID NO:46
2)

PLAUR (Variante |NP 001005377| SEQ ID NO:47 [NM 001005377| SEQ ID NO:48

3)
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CTHRC1 NP 612464 SEQ ID NO:49 NM 138455 SEQ ID NO:50
Inibina (INHA) » NP 002182 SEQ ID NO:51 NM 002191 SEQ ID NO:52
Inibipa(lNHBB) NP 002184 SEQ ID NO:53 NM 002193 SEQ ID NO:54
Inibina (INHBA) NPvOO2183 SEQ ID NO:55 NM 002192 SEQ ID NO:56
CAl125 (Muc-16) NP 078966 SEQ ID NO:57 NM 024690 SEQ ID NO:58
MMP-7 NP 002414 SEQ ID NO:59 NM 002423 SEQ ID NO:60
Prolactina NP 000939 SEQ ID NO:61 NM 000948 SEQ ID NO;62
SLPi NP 003055 SEQ ID NO:63 NM 003064 SEQ ID NO:64

Todas as publica¢des e pedidos de patente mencionados
no relatdrio descritivo sdo indicativos do nivel daqueles
versados na técnica a qual a presente invengdo se refere.
Todas as publicagdes e pedidos de patente sdo adui
incorporados a titulo de referéncia até o mesmo ponto como
se cada publicagdo ou pedido de patente individual fosse
especifica e individualmente indicado como sendo
incorporado a titulo de referéncia.

Embora a invencdo acima tenha sido descrita em algum
detalhe como ilustracdo e exemplo para fins de clareza e
compreensao, seréa ébvio que certas alteragdes e
modificacdes podem ser postas em pratica compreendidas no

escopo das modalidades apensas.
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REIVINDICAGOES
1. Método de triagem para identificar pacientes
com probabilidade aumentada de terem cancer de ovario, ©

método caracterizado por compreender:

a) executar uma primeira etapa de ensaio
compreendendo detectar a expressdo de um primeiro
biomarcador ou primeiro painel de biomarcadores em uma
amostra de sangue e determinar se O primeiro biomarcador ou
o primeiro painel de biomarcadores € superexpresso; €

b) executar uma segunda etapa de ensaio se o
primeiro biomarcador ou © primeiro painel de biomarcadores
for determinado como sendo superexpresso na etapa (a), a
ségunda etapa de ensaio compreendendo detectar a expressao
de um segundo biomarcador ou um segundo painel de
biomarcadores na amostra do corpo e determinar se O segundo
biomarcador ou segundo painel de biomarcadores é
superexpresso;

em que a superexpressdo de ambos os primeiro e

M

segundo biomarcadores Ou painéis de biomarcadores
indicativa de probabilidade aumentada da paciente ter

cidncer de ovario.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que as pacientes identificadas

como tendo probabilidade aumentada de terem cédncer de
ovario s3o submetidas a teste de diagndstico adicional para
determinar se a paciente tem céncer de ovario, em dgue O
teste de diagnéstico adicional & selecionado a partir do
grupo que consiste em exame pélvico, ultra-som
transvaginal, varredura CT, MRI, laparotomia, laparoscopia,

e bidpsia de amostra de tecido.
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3. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que as pacientes identificadas

como tendo probabilidade aumentada de terem cancer de
ovario que sdo determinadas como nio tendo atualmente
cancer de ovario s3o adicionalmente monitoradas em uma base
regular em relagdao ao desenvolvimento de cancer de ovario.
4. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que o método & utilizado para

detectar cancer de ovario em estagio inicial.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de gque um nivel de expressdo limite

para cada biomarcador € determinado pela andlise de um
grafico de Caracteristica operacional de receptor (ROC)
para cada biomarcador, em que um nivel de expressdo acima
de um nivel limite indica que um biomarcador especifico &
6. Método, de acordo com a reivindicacdo 5,

caracterizado pelo fato de que o nivel de expressdo limite

para cada biomarcador é determinado em relagdo ao nivel de
expressdo e uma populagdo de pacientes normais.

7. Método, de acordo com a reivindicac¢do 1,

caracterizado pelo fato de que as pacientes classificadas

de acordo com o método da reivindicagdo 1 sdo
assintomadticas e tém histérico familiar de cancer de ovario
ou fatores de risco clinico indicando alto risco de
desenvolver cancer ovario.

8. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1,

caracterizado pelo fato de que o método de triagem é

executado em uma populag¢do de pacientes do sexo feminino

pds-menopausa.
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9. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que a amostra do corpo € uma

amostra de soro ou sangue.

10. Método, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que a expressdo dos primeiro e

segundo biomarcadores ou painéis de biomarcadores &
detectada no nivel de proteina utilizando anticorpos.
11. Método, de acordo com a reivindicacao 10,

caracterizado pelo fato de que a expressdo das primeira e

segunda proteinas de biomarcador ou painéis de proteinas de
biomarcador & detectada utilizando um formato ELISA ou um
imunoensaio baseado‘em conta multiplex.

12. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1,

caracterizado pelo fato de que a expressdo dos primeiro e

segundo biomarcadores ou painéis de biomarcadores &
detectada no nivel de acido nucléico utilizando RT-PCR.
13. Método, de acordo com a reivindicagcao 1,

caracterizado pelo fato de que Os biomarcadores sdo

selecionados a partir do grupo que consiste em HE4, CAl25,

glicodelina, MMP-7, Muc-1, PAI-1, CTHRC1l, inibina A, PLAU-

R, prolactina, KLK-10, KLK-6, SLPI, € alfa-1 antitripsina.
14. Método, de acordo com a reivindicacao 13,

caracterizado pelo fato de que os biomarcadores sdo

selecionados a partir do grupo que consiste em CAl25, HE4,
glicodelina, MMP-7, SLPI, PLAU-R, Muc-1, inibina A e PAI=1.
15. Método, de acordo com a reivindicac¢do 1,

caracterizado pelo fato de que a sensibilidade da primeira

etapa de ensaio & pelo menos aproximadamente 85%, e em que
a especificidade da primeira etapa de ensaio é pelo menos

aproximadamente 75%.
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16. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que a sensibilidade da segunda

etapa de ensaio & pelo menos aproximadamente 80%, e em que
a especificidade da segunda etapa de ensaio é pelo menos

aproximadamente 85%.
17. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que a sensibilidade combinada

das primeira e segunda etapas de ensaio é pelo menos
aproximadamente 70%, e em que a especificidade combinada
dos primeiro e segundo testes de triagem & pelo menos

aproximadamente 95%.

18. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que o valor predizivel negativo

(NPV) do método de triagem combinado compreendendo as
primeira e segunda etapas de ensaio é pelo menos

aproximadamente 99%.

19. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1,

caracterizado pelo fato de gque o PPV é pelo menos

aproximadamente 8%.

20. Método, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que o teste de triagem combinado

compreendendo a primeira e segunda etapa de ensaio tem uma
sensibilidade de pelo menos aproximadamente 90%, uma
especificidade de pelo menos aproximadamente 98%, um NPV de
pelo menos aproximadamente 99,9% e um PPV de pelo menos

aproximadamente 10%.

21. Método, de acordo com a reivindicac¢ao 1,

caracterizado pelo fato de que O biomarcador & HE4 e O

segundo painel de biomarcadores & selecionado a partir do

grupo que consiste em um painel que compreende CAal25,
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glicodelina, Muc-1, PAI-1, e PLAU-R, um painel
compreendendo CAl1l25 e PAI-1, um painel compreendendo CAl25,
glicodelina, PAI-1 e MMP-7, um painel compreendendo CAl25,
glicodelina, PAI-1, e PLAU-R, um painel compreendendo
CAl25, glicodelina, PAI-1, e PLAU-4, um painel
compreendendo glicodelina, Muc-1, PLAU-R, e inibina A, um
painel compreendendo CAl25, Muc-1, glicodelina, PAI-1, e
PLAU-R e um painel compreendendo CAl25, MMP-7, glicodelina
e PLAU-R.

22. Método, de acordo com a reivindicagdao 1,

caracterizado pelo fato de que O método de triagem &

executado em um modo automatizado, semi-automatizado ou

manual.

23, Método, de acordo com a reivindicacgdao 1,

caracterizado pelo fato de que a primeira e segunda etapa

de ensaio sdo executadas como um teste {inico ou como testes
individuais, em que a primeira etapa de ensaio compreende
um primeiro teste, e em que a segunda etapa de ensaio

compreende um segundo teste.

24. Método de triagem para identificar pacientes
com probabilidade aumentada de terem cdncer de ovario, O

método caracterizado por compreender:

a) detectar a expressdo de uma pluralidade de
biomarcadores em uma amostra de corpo; €

b) aplicar um modelo matemdtico aos dados de
nivel de expressdo de Dbiomarcador para identificar
pacientes com probabilidade aumentada de terem céncer de
ovario.

25. Método, de acordo com a reivindicagdao 24,

caracterizado pelo fato de que O modelo matemdtico &
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selecionado do grupo que consiste em um modelo de regressdo
escalonada logistica para selegdo dos melhores
biomarcadores e a curva de caracteristica operacional de
recepcdo (ROC) utilizada para selecdo de um melhor ponto de

corte para um biomarcador.

26. Método, de acordo com a ‘reivindicagdo 24,

caracterizado pelo fato de que o método é utilizado para

detectar cancer de ovario em estdgio inicial.
27. Método, de acordo com a reivindicagdo 24,

caracterizado pelo fato de que as pacientes classificadas

s3o assintomidticas e tém histérico familiar de céncer de
ovario ou fatores de risco clinico indicando alto risco de
desenvolver cédncer de ovario.

28. Método, de acordo com a reivindicag¢dao 24,

caracterizado pelo fato de que o método de triagem &

executado em uma populacdo de pacientes do sexo feminino

pds-menopausa.

29. Método, de acordo com a reivindicagao 24,

caracterizado pelo fato de que a amostra do corpo €& uma

amostra de sangue ou SOIO.

30. Método, de acordo com a reivindicagao 24,

caracterizado pelo fato de que a pluralidade de

biomarcadores & selecionada do grupo que consiste em HE4,
CXAl125, glicodelina, MMP-7, Muc-1, PAI-1, CTHRC1, inibina
A, PLAU-R, prolactina, KLK-10, KLK-6, SLPI e alfa-1

antitripsina.

31. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 30,

caracterizado pelo fato de que a pluralidade de

biomarcadores é selecionada do grupo que consiste em HE4,

CA125, e glicodelina.
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32. Método de triagem de etapa Unica para
identificar pacientes com probabilidade aumentada de terem

ciancer de ovario, o método caracterizado por compreender

detectar a expressdo de pelo menos trés biomarcadores
selecionados do grupo que consiste em HE4, CAl125,
glicodelina, MMP-7, Muc-1, PAI-1, CTHRC1, inibina A, PALU-
R, prolactina, KLK-10, KLK-6, SLPI, e alfa-1 antitripsina,
glicodelina, HE4 e CAl25 em uma amostra de corpo, em dque a
superexpressido de pelo menos um dos biomarcadores &
indicativa da paciente ter probabilidade aumentada da
paciente ter céncer de ovario.

33. Método, de acordo com a reivindicagdo 32,

caracterizado pelo fato de que a superexpressdo de pelo

menos um dos biomarcadores selecionados a partir do grupo
que consiste em HE4, glicodelina e CAl25 é indicativo da
probabilidade aumentada da paciente ter cédncer de ovario.

34. Kit caracterizado por compreender uma

pluralidade de anticorpos, em que cada um dos anticorpos
liga-se especificamente a uma proteina de biomarcador
distinta que é seletivamente superexpressa em cancer de
ovidrio, em que as proteinas de biomarcador sdo selecionadas
a partir do grupo que consiste em HE4, CAl125, glicodelina,
MMP-7, Muc-1, PAI-1, CTHRC1l, inibina A, PLAU-R, prolactina,
KLK-10, KLK-6, SLPI e alfa-1 antitripsina.

35. Kit, de acordo com a reivindicag¢do 34,

caracterizado pelo fato de que as proteinas de biomarcador

sio selecionadas do grupo que consiste em CAl25, HE4,
glicodelina, MMP-7, SLPI, PLAU-R, Muc-1, inibina A e PAI-1.
36. Kit, de acordo com a reivindica¢ao 34,

caracterizado pelo fato de que o kit compreende ainda
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produtos quimicos para a deteccdo de ligagdo de anticorpo
as proteinas de biomarcador.

37. Kit para executar o método de triagem, de
acordo com a reivindicagdo 1, como um teste Unico,

caracterizado pelo fato de que o teste compreende as

primeira e segunda etapas de ensaio.

38. Kit caracterizado por ser para executar a

primeira ou segunda etapa de ensaio do método de acordo com

a reivindicagdo 1.
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METODOS PARA IDENTIFICAR PACIENTES COM MAIOR PROBABILIDADE
DE TEREM CANCER DE OVARIO E COMPOSIGOES PARA OS MESMOS

sao fornecidos métodos de triagem para
identificar pacientes com probabilidade aumentada de terem
cancer de ovario. Os métodos de triagem envolvem a detecgao
de expressdo de uma pluralidade de biomarcadores em uma
amostra de corpo, em que a superexpressdo dos biomarcadores
é& indicativa de probabilidade aumentada de ter cancer de
ovario. Os métodos de triagem podem compreender ainda uma
anidlise de duas etapas. Biomarcadores de interesse incluem
genes e proteinas que estdo, por exemplo, envolvidos em
defeitos em replicacdo de DNA/controle de ciclo de célula,
crescimento e proliferagdo de células, escape de apoptose,
angiogénese ou linfogénese, ou os mecanismos de motilidade
e 1invasdo de células de céncer.' Em alguns aspectos da
invencdo, a expressdo de uﬁ. biomarcador é detectada no
nivel de proteina utilizando um anticorpo especifico de
biomarcador ou no nivel de &cido nucléico utilizando
técnicas de hibridizacdo de &cido nucléico. Os métodos para
detectar cancer de ovario em pacientes sdo adicionalmente
revelados aqui. Kits para pdr em pratica os métodos da

invencdo s3o adicionalmente fornecidos.
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